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Résumé  
Le système endocannaboïde (eCB) est constitué des ligands, des récepteurs 
– les plus étudiés étant les récepteurs CB1 et CB2 – et les enzymes de 
synthèse et de dégradation. Les ligands étant lipophiles, ils ne sont pas 
encapsulés dans des vésicules, ce qui place les enzymes de synthèse et de 
dégradation dans une position de régulateurs clés. Plusieurs études 
démontrent une participation du système eCB à des processus de 
développement dans le système nerveux central (SNC). La rétine est un 
modèle important pour l’étude de ces processus car elle contient plusieurs 
types cellulaires bien connus, dont le patron de développement est 
clairement établi. Pour l’instant très peu est connu sur l’expression du 
système eCB durant le développement rétinien. C’est dans ce cadre que les 
patrons d’expression du récepteur CB1 et de l’enzyme de dégradation FAAH 
ont été étudiés pendant le développement rétinien postnatal chez le rat. Pour 
identifier les types cellulaires exprimant ces protéines, des co-marquages ont 
été accomplis pour le récepteur CB1 ou FAAH et des marqueurs des types 
cellulaires rétiniens. À P1, les cellules ganglionnaires, amacrines, 
horizontales et mitotiques expriment le récepteur CB1. Les cellules 
ganglionnaires et amacrines cholinergiques sont FAAH-positives. Au cours 
du développement, certains types cellulaires démontrent une expression 
transitoire de ces deux protéines, suggérant une implication du système eCB 
dans les processus de développement.  
 
Nos données démontrent également une importante expression du système 
eCB dans la rétine adulte, ce qui soutient l’hypothèse de son implication dans 
la réponse rétinienne. En bref, des études fonctionnelles in vitro sur des 
rétines de non-mammifères ont révélées que le récepteur CB1 modulait la 
réponse des cônes et des cellules bipolaires. Malgré la récente 
démonstration de sa présence dans la rétine, il n’existe pas de d’étude sur le 
rôle du récepteur CB2 dans la rétine. Dans cette thèse, les conséquences 
fonctionnelles de l’élimination des récepteurs CB1 ou CB2 ont été évaluées 
chez des souris transgéniques. Les réponses rétiniennes ont été enregistrées 
par électrorétinographie chez des souris cnr1-/- (CB1R-KO) et cnr2-/- (CB2R-
KO). Nos données suggèrent une implication différente pour chaque 
récepteur dans la formation de la réponse rétinienne.  
 
 
 
Mots clés: Récepteur aux cannabinoïdes, rétine, développement postnatal, 
FAAH, ERG, marqueurs des cellules rétiniennes, souris cnr1-/-, souris cnr2-/-, 
immunohistochimie, microscopie confocale. 
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Summary  
The endocannabinoid (eCBs) system is composed of the ligands, the 
receptors - the most studied are CB1R and CB2R – and the synthesizing and 
degradative enzymes. The lipophilic ligands are not stored in vesicles, 
thereby placing the synthesizing and degradative enzymes as key regulators 
of the receptor function. The eCB system is thought to participate to 
developmental processes in the central nervous system (CNS). The rodent 
retina is a valuable model to study CNS development, as it contains well 
identified cell types with established developmental timelines. Very little is 
known about the distribution of this neuromodulationsystem in the developing 
retina. In this thesis, the expression patterns of CB1R and eCB degradative 
enzyme FAAH were investigated in the rat retina during postnatal 
development. To identify the cells expressing these proteins, co-stainings 
were carried out for CB1R or FAAH and retinal cell type markers. At P1, 
CB1R was expressed in ganglion, amacrine, horizontal and mitotic cells, 
whereas FAAH was present in ganglion and cholinergic amacrine cells. In the 
course of development, both CB1R and FAAH were transiently expressed in 
some cell type, suggesting a role of the eCB system in developmental 
processes.  
 
Furthermore, our data demonstrated an important expression of both proteins 
in adult animals, supporting the hypothesis that the eCB system is involved in 
retinal functions. Briefly, functional in vitro studies on non-mammalian retinae 
have revealed an effect of CB1R on cone photoreceptors and bipolar cells 
response. Despite the recent demonstration of CB2R mRNA and protein 
presence in the retina, there are no data on CB2R functional role in retina 
have been published. In this thesis, the consequences of removing either 
CB1R or CB2R from the retina of transgenic mice were evaluated. Retinal 
response was recorded by electroretinogram in cnr1-/- (CB1R-KO) and cnr2-/- 
(CB2R-KO) mice. This data suggests that both receptors are involved in 
shaping the retinal response to light and they have different roles in this 
process. 
 
 
 
 
Keywords: Cannabinoid receptors, retina, postnatal development, FAAH, 
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Le cannabis, une des premières plantes domestiquées, a une histoire 
très ancienne et très riche. Les grands explorateurs du XIXème siècle situent 
son origine géographique en Asie Centrale. Cette plante aurait ensuite 
accompagné les migrations et les conquêtes pour se répandre sur tous les 
continents. Des analyses modernes de biodiversité démontrent aussi que 
l’épicentre de la pluralité du cannabis est en Asie centrale, probablement 
dans la République de Tajikistan (voir pour revue Russo, 2007). L'espèce 
Cannabis sativa L est subdivisée en plusieurs sous-espèces, dont les effets 
psychotropes et les usages varient. Sa reproduction a favorisé l’expansion 
des sous-espèces aux effets psychotropes plus prononcés. On rapporte 
aussi une augmentation généralisée de la teneur en Δ9-tétrahydrocannabinol 
(Δ9-THC – le principe psychotrope) des plants de cannabis durant les 
quarante dernières années (voir pour revue Russo, 2007). 
L’usage médicinal de cette plante remonte à plus de 5000 ans avant 
notre ère. Elle est mentionnée dans le "Pen-ts’ao ching", une pharmacopée 
chinoise datant du XXVIIe siècle av. J.-C (Touw, 1981; Mailleux et al., 1992) 
et dans le Papyrus Ebers, un traité médical rédigé en Égypte au XVIe siècle 
av. J.-C. (Tsou et al., 1999; Lu et al., 2000; Hanus, 2009). Ces deux ouvrages 
sont parmi les plus anciens écrits du genre. Le cannabis était prescrit pour 
soigner une vaste gamme de problèmes médicaux allant de la douleur, à la 
malaria en passant par les infections et les inflammations (Zuardi, 2006; 
Lopez et al., 2010). 
La plante du cannabis a été introduite dans la médecine occidentale 
au milieu du XIXe siècle par le médecin William B. O’Shaughnessy et le 
psychiatre Jacques-Joseph Moreau. L’usage médicinal du cannabis a atteint 
son apogée durant la deuxième moitié du XIXe siècle et s’est répandu à toute 
l’Europe ainsi qu’en Amérique du Nord. Avec l’apparition de médicaments 
spécifiques et efficaces, cet usage a grandement diminué au début du XXe 
siècle.  
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Malgré le retrait du cannabis du marché légal américain, sa 
consommation à des fins récréatives a connu dans les années soixante une 
hausse fulgurante, passant de 5 à 68% de jeunes consommateur en quinze 
ans (Zuardi, 2006). Ce fait a certainement contribué à augmenter l’intérêt des 
chercheurs pour cette plante. En 1964, notamment, le Δ9-THC a été isolé par 
Gaoni et Mechoulam (Gaoni and Mechoulam, 1964). Cette molécule lipidique 
est un ligand pour les récepteurs aux endocannabinoïdes. Dans les années 
90, les récepteurs aux cannabinoïdes ont été identifiés et l’un des principaux 
cannabinoïdes endogènes (eCBs), l’anandamide, a été isolé. Depuis, le Δ9-
THC et le système endogène qu’il active n’ont cessé de susciter l’intérêt de la 
communauté scientifique. 
Les pages qui suivent vont traiter du système endocannabinoïde 
(eCB) et des rôles fonctionnels qui lui sont attribués dans le développement 
et le fonctionnement de la rétine. Nous allons, dans un premier temps, 
détailler le système eCB et ses fonctions dans le système nerveux central 
(SNC) en général, puis plus particulièrement dans le système visuel. Dans 
une seconde partie, nous présenterons le modèle d’intérêt ici, soit la rétine, 
son développement et son organisation fonctionnelle, avant de décrire le rôle 
et la distribution du système eCB dans cette structure.  
 
1- Le système endocannabinoïde 
Le système eCB joue un rôle primordial dans la régulation de divers 
processus physiologiques fondamentaux tels que l’inflammation, la cognition, 
le contrôle de l’alimentation et de la nociception (Mackie, 2006; Mackie and 
Stella, 2006; Cabral and Griffin-Thomas, 2009; Pertwee, 2009). Les 
récepteurs aux eCBs sont parmi les plus abondamment présents dans le 
corps. Notamment, CB1R est un des récepteurs les plus exprimés dans le 
SNC alors que le récepteur CB2 est très abondant dans le système nerveux 
périphérique et le système immunitaire.  
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Le système eCB inclut les ligands endogènes lipidiques, les enzymes 
qui les synthétisent, les récepteurs activés par ces ligands et les enzymes de 
dégradation des ligands. Deux des ligands endogènes lipidiques les plus 
connus sont l’arachidonoyléthanolamide (AEA ou anandamide) et le 2-
arachidonoyl glycerol (2-AG). En ce qui concerne les récepteurs, les deux 
plus étudiés sont les récepteurs CB1 et CB2. 
Contrairement aux systèmes "classiques" de neurotransmission les 
ligands endogènes des récepteurs CB1 et CB2 ne sont pas stockés dans des 
vésicules avant usage. Ils sont synthétisés sur demande et l’action des 
récepteurs cesse lorsque les ligands sont dégradés. Cela place les enzymes 
de synthèse et de dégradation en position de régulateurs clés du système 
eCB. 
Dans les sections qui suivent nous allons décrire chaque élément de 
ce système, notamment, les voies de synthèse des ligands endogènes 
majeurs (AEA et 2-AG), la distribution et les voies de signalisation des 
récepteurs CB1 et CB2 ainsi que les voies de dégradation des eCBs majeurs. 
1.1- Les voies de synthèse des endocannabinoïdes majeurs  
Au cours de la dernière décennie, les ligands lipidiques tels que 
l’AEA et le 2-AG ont attiré beaucoup l’attention par rapport à leur rôle dans 
la neurotransmission chez l’adulte, mais aussi dans le développement. 
Due à leur nature lipophile, les eCBs ne sont pas stockés dans des 
vésicules avant utilisation, mais bien produits sur demande. Le processus 
de synthèse peut être initié par deux mécanismes : la dépolarisation de la 
cellule et l’entrée de calcium ou l’activation de récepteurs 
métabotropiques liés à Gq/11 tels que les récepteurs muscariniques ou les 
récepteurs métabotropiques glutamatergiques du groupe I 
(Hashimotodani et al., 2007). 
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  1.1.1- L’AEA 
Le premier mécanisme de synthèse de l’AEA a été rapporté par Di 
Marzo et al. (1994). En effet, les auteurs de cette étude ont démontré que 
les neurones exposés à un fort taux de calcium ou à une dépolarisation 
synthétisaient et sécrétaient de l’AEA par un mécanisme qui inclut deux 
étapes. Tout d’abord, le N-arachidonyl phosphatidylethanolamine (NAPE) 
est synthétisé à partir de phospholipide de la membrane cellulaire par 
l’enzyme N-acyltransférase (NAT). Par la suite, Le NAPE est hydrolysé 
par l’enzyme N-Acylphosphatidylethanolamine- hydrolyzing phospholipase 
D (NAPE-PLD) pour former l’AEA et l’acide phosphatidique. Bien que 
l’activité de l’enzyme NAPE-PLD soit élevée dans le cerveau et semble 
influencée par le calcium (Okamoto et al., 2007; Kano et al., 2009), le 
développement d’une souris transgénique chez qui le gène codant pour 
cette enzyme a été inactivé ne démontre que très peu de changement 
dans la concentration de l’AEA (Leung et al., 2006). Cette étude et 
d’autres soutiennent l’idée que la synthèse de l’AEA peut être accomplie 
par plusieurs voies. En effet, trois autres voies ont été découvertes. Deux 
de ces voies incluent les enzymes phospholipases A1/A2 et l’α,β-
hydrolase 4 (Abhd4), respectivement. L’action de ces enzymes relâche 
Lyso-NAPE par hydrolyse du NAPE, après quoi l’AEA est libéré par 
l’enzyme lysophospholipase D (Sun et al., 2004; Liu et al., 2008b). Enfin, 
un troisième chemin possible implique l’hydrolyse du NAPE par l’enzyme 
phospholipase C, puis une déphosphorylation pour relâcher l’AEA (Liu et 
al., 2008b; Wang and Ueda, 2009). Une récente étude a montré que 
l’élimination de l’enzyme Abhd4 seule ne causait que peu de changement 
dans les concentrations d’AEA. Par contre, l’élimination simultanée des 
enzymes NAPE-PLD et Abhd4 causait une grande diminution dans la 
concentration du ligand endogène du récepteur CB1 (Simon and Cravatt, 
2010). Les auteurs de cette étude en ont conclu que ces deux enzymes 
sont responsables de la synthèse d’une grande partie de l’AEA chez la 
souris. Cependant, l’importance et les distributions relatives de ces 
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différentes voies restent encore à découvrir chez la souris de souche 
sauvage. Tous ces mécanismes sont représentés dans la figure 1A.
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Figure 1 : Voies de synthèse et dégradation des deux principaux endocannabinoïdes
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1.1.2- Le 2-AG 
Au même titre que l’AEA, plusieurs voies de synthèses existent pour 
le 2-AG. Néanmoins, les chercheurs s’accordent pour dire que la voie décrite 
dans le paragraphe qui suit est la voie principale. Ainsi, le 2-AG peut être 
formé à partir de phospholipides membranaires contenant l’acide 
arachidonique par le biais de la phospholipase C. La molécule obtenue- le 
diacylglycérol, DAG - est ensuite hydrolysée par la diacylglycérol lipase 
(DAGL) pour former le 2-AG (Bisogno et al., 1997a; Bisogno et al., 1997b; 
Bisogno et al., 2003 et voir figure 1B). L’enzyme DAGL existe en plusieurs 
isoformes. Récemment, deux souris transgéniques ayant le gène DAGLα ou 
DAGLβ inactif ont été développées. Gao et al. (2010) démontrent une baisse 
substantielle de la concentration du 2-AG chez ces deux lignées de souris. 
Les auteurs soulignent aussi une distribution hétérogène des deux isoformes, 
suggérant ainsi que l’un ou l’autre des isoformes serait responsable de la 
production de 2-AG selon la région d’intérêt. 
1.2- Les récepteurs 
Parmi les récepteurs aux cannabinoïdes, le récepteur CB1 est 
probablement le plus exprimé et certainement le plus étudié dans le SNC, 
alors que le récepteur CB2 est davantage exprimé dans le système 
immunitaire (voir pour revue Howlett, 2002). Il est néanmoins à noter que de 
plus en plus de chercheurs s’accordent sur le fait que le récepteur CB2 joue 
également un rôle dans le SNC (voir pour revue Svizenska et al., 2008). Les 
deux récepteurs à 7 passages transmembranaires, faisant partie de la grande 
famille des récepteurs liés à une protéine G (GPCR), sont généralement 
couplés à une protéine Gi ou G0. Le récepteur CB1, cloné en 1990 à partir du 
cerveau de rat, compte plus de 473 acides aminés (AAs) (Matsuda et al., 
1990). Le récepteur CB2 a été cloné à partir de cellules humaines en 1993, 
(Munro et al., 1993) et il comporte 360 AAs. L’homologie entre les séquences 
d’AAs des récepteurs CB2 et CB1 humains est de 44%. Dans les parties qui 
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suivent, nous allons décrire la distribution des deux récepteurs dans le SNC 
puis leurs voies de signalisation. 
1.2.1- La distribution des récepteurs  
1.2.1.1- Le récepteur CB1 
Le patron d’expression de ce récepteur a été établi à l’aide de 
diverses méthodes telles que l’autoradiographie quantitative, l’hybridation in 
situ et l’immunohistochimie ainsi que, tout récemment, l’imagerie in vivo par 
tomographie (voir Horti and Van Laere, 2008 pour revue). Ainsi, dans les 
structures sous-corticales, les premières études par autoradiographie 
rapportent une forte expression dans l’hippocampe, les couches profondes 
du bulbe olfactif, la partie latérale du striatum, le globus pallidus, la substance 
noire, et la couche moléculaire du cervelet (Herkenham et al., 1990; 
Herkenham, 1991; Mailleux et al., 1992; Westlake et al., 1994).  
Par hybridation in situ, on retrouve deux patrons d’expression du 
récepteur CB1 selon les régions du cerveau. Le premier patron, un marquage 
uniforme, est particulièrement observable dans le striatum, le thalamus, 
l’hypothalamus, le cervelet et la partie inférieure du tronc cérébral. Le 
deuxième patron, un marquage non-uniforme indiquant une présence 
préférentielle du récepteur CB1 dans une population donnée, est présent 
dans l’hippocampe et l’amygdale, où le récepteur CB1 est concentré dans les 
interneurones positifs à la cholécystokinine (Matsuda et al., 1993; Westlake 
et al., 1994; Marsicano and Lutz, 1999; Tsou et al., 1999; Hohmann and 
Herkenham, 2000; McDonald and Mascagni, 2001; Kawamura et al., 2006).  
Le récepteur CB1 est également exprimé dans le cortex cérébral, 
notamment dans les aires somatosensorielle, motrice et visuelle primaires. 
Dans ces régions, l’ARNm du récepteur est exprimé uniquement dans 
certaines populations d’interneurones (Marsicano and Lutz, 1999), alors que 
la protéine est située dans les terminaisons inhibitrices et les axones 
entourant les neurones pyramidaux. Récemment, il a été démontré que le 
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récepteur CB1 et son ARNm sont également exprimés par les neurones 
pyramidaux (Egertová and Elphick, 2000; Lafourcade et al., 2007). On 
retrouve aussi ce récepteur dans la rétine de plusieurs mammifères, allant du 
poisson à l’humain. La distribution ce récepteur dans la rétine fera l’objet 
d’une partie subséquente de cette introduction et ne sera donc pas traitée ici. 
Le résumé détaillé des structures qui expriment ce récepteur et l’intensité de 
son expression sont présentés dans le tableau 1. 
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CB2 CB1 Localisation Références 
--- +++/++/+ Cortex somatosensoriel primaire et secondaire 
 
 
Référence pour 
l’expression de la 
protéine et de 
l‘ARNm du 
récepteur CB1: 
Herkenham et al., 
1990; Herkenham, 
1991; Herkenham et 
al., 1991; Westlake et 
al., 1994; Glass et al., 
1997; Tsou et al., 
1998; Farquhar-Smith 
et al., 2000  
 
 
Référence pour 
l’expression de la 
protéine et de 
l‘ARNm du 
récepteur CB2: Lu et 
al., 2000; Gong et al., 
2006; Onaivi et al., 
2006; Lopez et al., 
2010 
 
--- +++ Cortex cingulaire, 
--- +++ Cortex entorhinale, 
+++ +++ Cortex piriforme 
--- +++ Régions corticales associatives du lobe frontal 
--- ++ Aires associatives temporales 
+++ ++/ Cortex moteur 
+++ ++/+ Cortex visuel 
+++ ++/+ Cortex auditif 
+++ --- Cortex orbital 
+++ +++/++/+ Gyrus dentelé et hippocampe 
--- +++ Bulbe olfactif 
+++ +++ Noyaux olfactif antérieur 
--- +++ Partie olfactive de la commissure antérieure 
--- + Tubercules olfactifs 
+++ +++ Amygdale 
+++ +++/++/+ Noyaux gris centraux 
--- +++ Connections striato-nigrales 
+++/++ +++/+ Tronc cérébral 
--- ++ Claustrume 
--- ++ Strie terminale 
+++/++ +++/++ Cervelet 
--- ++ Cerveau antéro-basal 
+++/++ ++/+ Noyaux thalamiques 
--- ++ Noyau habenulaire 
+ ++ Hypothalamus 
--- +++/++ Moelle épinière 
+++ +++ Rétine 
 
Dans chaque structure mentionnée ci-dessus un ou plusieurs noyaux (ou 
couches dans le cas du cortex) expriment les récepteurs.  
+++ = Marquage dense; ++ = Marquage modéré; + = Marquage faible,  
--- = pas de marquage; tableau adapté de Svizenska et al., 2008. 
Tableau 1 : Distribution des récepteurs aux cannabinoïdes CB1 et CB2 
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1.2.1.2- Le récepteur CB2 
Le récepteur CB2 est principalement exprimé par les cellules du 
système immunitaire. Ainsi, l’ARNm du récepteur CB2 a été localisé dans la 
rate, le thymus, les amygdales, la moelle osseuse, le pancréas, les 
leucocytes sanguins, les macrophages spléniques ainsi que dans plusieurs 
modèles de cultures de cellules immunitaires (voir pour revue Howlett, 2002). 
En particulier, des cellules immunitaires telles les macrophages, les cellules T 
CD4 et CD8 de même que les cellules B, entre autres, expriment ce 
récepteur de façon importante (Patel et al., 2010). En outre, ce récepteur se 
retrouve également dans la microglie active (Stella, 2010), une population de 
cellules gliales du SNC, qui devient active lors d’une menace immunitaire 
dans le SNC. 
L’expression du récepteur CB2 dans le SNC a été étudiée à l’aide de 
techniques telles que le RT-PCR, l’hybridation in situ et l’immunohistochimie. 
La concentration de ce récepteur dans le SNC est beaucoup plus faible que 
dans le système immunitaire. L’une des premières études à avoir décrit son 
existence dans des neurones a été réalisée en 1996 par Skaper et al.. Cette 
étude révélait la présence de l’ARNm du récepteur CB2 dans les cellules 
granulaires en culture, ainsi que les cellules granulaires et de Purkinje du 
cervelet de la souris. Depuis, plusieurs études rapportent l’expression du 
récepteur CB2 par les neurones peuplant différentes régions du cerveau. 
Ainsi, les études immunohistochimiques ont révélé que le récepteur est 
présent en forte concentration dans les cellules pyramidales de l’hippocampe, 
les tubercules olfactifs, le cortex cérébral, le striatum, les noyaux 
thalamiques, l’amygdale, la substance noire, les colliculi inférieurs ainsi que 
dans la rétine, élément qui sera discuté de façon détaillée ultérieurement (Lu 
et al., 2000; Van Sickle et al., 2005; Gong et al., 2006; Onaivi et al., 2006; 
Atwood and Mackie, 2010; Lopez et al., 2010). Le résumé détaillé des 
structures qui expriment ce récepteur et son intensité est présenté dans le 
tableau 1.  
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Il faut néanmoins mentionner que la présence du récepteur CB2 dans 
les neurones demeure un sujet controversé. Une récente étude a démontré la 
présence de plusieurs isoformes du récepteur CB2 avec des distributions 
différentes selon le tissu chez plusieurs espèces, notamment l’humain et la 
souris (Liu et al., 2009). Les auteurs de cette étude soulignent que cela 
pourrait être en partie la source des résultats contradictoires quant à 
l’expression du récepteur CB2 dans les neurones. 
1.2.2- Les voies de signalisation 
Les deux récepteurs aux cannabinoïdes de types 1 et 2 sont tous 
deux des GPCRs et les protéines G auxquelles ils sont couplés peuvent 
moduler plusieurs voies intracellulaires. Le mécanisme général, commun à 
toutes les protéines G, inclut l’activation des sous-unités α, β et γ des 
protéines G. Cela cause l’hydrolyse d’une molécule de GTP, déclenchant 
ainsi la séparation de la sous-unité αGTP des sous-unités β et γ. Chacune de 
ces sous-unités va par la suite activer différentes voies de signalisation (voir 
Maudsley et al., 2007 pour revue). Dans le cas des récepteurs CB1 et CB2, 
les voies modulées sont celles des MAP kinases (MAPK) dont nous ne 
parlerons que brièvement, de l’adénylate cyclase (AC) et de la modulation 
des canaux ioniques calciques et potassiques.  
1.2.2.1- Régulation des kinases activées par des agents 
mitogènes 
Les récepteurs aux cannabinoïdes de types 1 et 2 ont la capacité de 
réguler l’activité de la famille des ‘mitogen-actived proteins kinases’ (MAPKs) 
(Bouaboula et al., 1995b; Poinot-Chazel et al., 1996; Howlett, 2005; Daigle et 
al., 2008; Grimaldi et al., 2009). La voie des MAPKs est souvent activée 
après une stimulation des GPCRs. Par cette voie, les GPCRs peuvent 
moduler la prolifération, la différenciation, la migration et la mort cellulaire. 
Cette voie de signalisation se caractérise par une organisation hiérarchique 
qui aboutit à une activation d’une ou plusieurs protéines (Erk1/2, JNK, p38 
MAPK ou Erk5) qui peuvent alors moduler l’expression des gènes immédiats 
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("immediate early genes"). Ainsi, il a été démontré que le THC provoque, 
dans l’hippocampe de souris, l’expression des produits de gènes immédiats 
comme le krox-24 et le c-Fos ainsi que le facteur de croissance BDNF. 
Certains de ces éléments jouent un rôle important lors de la plasticité 
synaptique (Bouaboula et al., 1995a). Par conséquent, la régulation de 
l’expression génique par l’activation des MAPKs est un mécanisme 
physiologique par lequel les cannabinoïdes peuvent influencer entre autre la 
plasticité synaptique. 
 1.2.2.2- Régulation de l’adénylate cyclase 
La régulation de l’activité de l’adénylate cyclase (AC) par le récepteur 
CB1 a été la première voie de signalisation décrite. Plusieurs années plus 
tard, il a été observé que le récepteur CB2 pouvait aussi moduler cette voie 
de signalisation. Ainsi, il a été démontré, dans un premier temps, que les 
agonistes de récepteurs aux cannabinoïdes causaient l’inhibition de l’AC 
(CB1R :Howlett and Fleming, 1984; Howlett, 1985; CB2R : Felder et al., 
1995; Slipetz et al., 1995; Bouaboula et al., 1999a; 1999b). Cela a pour 
conséquence de diminuer la synthèse d’adénosine monophosphate cyclique 
(AMPc) intracellulaire, ce qui occasionne une diminution de la 
phosphorylation de l’enzyme protéine kinase A (PKA) et donc d’inhiber son 
activité (Howlett, 1985; Howlett, 1987; Yasuda et al., 2008). Toutefois, 
l’interaction entre les récepteurs aux cannabinoïdes et l’AC dépend de 
l’isoenzyme exprimée par le tissu (Rhee et al., 1998). En effet, neuf variantes 
de l’enzyme ont été répertoriées (AC-I à AC-IX, Sunahara et al., 1996). La 
distribution dans le SNC de ces isoformes de l’AC est hétérogène et influence 
grandement la réponse cellulaire aux cannabinoïdes. Ainsi, les isoformes I, V, 
VI et VIII sont inhibés tandis que les isoenzymes II, IV et VII sont activés par 
les cannabinoïdes (Rhee et al., 1998). 
Dans le cas du récepteur CB1, un niveau de modulation 
supplémentaire s’ajoute. En effet, sa capacité de se lier à une Gi/o ainsi qu’à 
une Gs dans certaines conditions (Howlett, 2002), permet un contrôle plus fin 
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des effets des eCBs sur le niveau d’AMPc, ce qui influence profondément 
l’activité cellulaire. La voie de signalisation AMPc/PKA est responsable de la 
régulation de plusieurs processus physiologiques tels que l’expression de 
gènes, la croissance cellulaire, la plasticité synaptique, l’activité de canaux 
ioniques dans presque tous les tissus (voir pour revue Sadana and Dessauer, 
2009). 
Les conséquences à court terme de l’activation du récepteur CB1 
incluent une diminution de la relâche synaptique dans les neurones 
GABAergiques et glutamatergiques due à une modulation des canaux 
voltage-dépendants calciques et potassiques (voir Demuth and Molleman, 
2006 pour revue ). Plusieurs éléments indiquent une implication du récepteur 
CB1 dans plusieurs formes de plasticité, notamment à court terme, telles que 
la suppression de l’inhibition ou l’activation liée à la dépolarisation (Voir pour 
revue Kano et al., 2009). 
1.2.2.3- Modulation des canaux ioniques 
Les cannabinoïdes modulent l’activité de plusieurs canaux ioniques, 
notamment des canaux calciques et potassiques. Les canaux calciques 
voltage-dépendants sont classés en cinq catégories : L, N, P/Q, T et R. Tous 
ces types s’expriment dans le SNC (Catterall et al., 2005). Les 
endocannabinoïdes inhibent l’activation des canaux calciques voltage-
dépendants de type L, N, P/Q. Par exemple, l’inhibition de canaux calciques 
de type L a été observée dans plusieurs types cellulaires, y compris dans les 
cellules bipolaires de la rétine (Straiker et al., 1999a). Il a été démontré, dans 
des cultures neuronales, que le mécanisme qui sous-tend cet effet emprunte 
la voie de l’AMPc/PKA (Hoddah et al., 2009). Par ailleurs, l’AEA bloque les 
canaux calciques voltage-dépendants de type N et P/Q, causant ainsi une 
baisse de l’influx calcique dans la synapse (Mackie and Hille, 1992). Cet effet 
s’effectue par l’intermédiaire d’une protéine Gi/o, mais n’est pas AMPc-
dépendant (Mackie et al., 1993; 1995; Hampson et al., 1998). La régulation 
des canaux calciques voltage-dépendants de type N et P/Q fait partie du 
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mécanisme par lequel les cannabinoïdes diminuent la relâche synaptique 
(Mackie et al., 1995; Sullivan, 1999). 
D’autre part, les endocannabinoïdes activent les canaux potassiques 
de type A (Mu et al., 1999) et à courant entrant liés à une protéine G (GIRK) 
(Mackie et al., 1995; McAllister et al., 1999). Ces derniers sont capables 
d’interagir avec les sous-unités βγ des protéines G. L’activation des GIRKs 
semble également être un mécanisme par lequel les cannabinoïdes inhibent 
la libération de neurotransmetteurs et ce, par une voie de signalisation 
indépendante de l’AMPc (Robbe et al., 2001).  
Une des différences clés entre les récepteurs CB1 et CB2 est que ce 
dernier ne semble pas moduler les canaux calciques ou les GIRKs au niveau 
du SNC (Felder et al., 1995; Sanchez-Pastor et al., 2007). Il faut, néanmoins, 
mentionner que de récentes études ont démontré que le récepteur CB2 était 
capable de moduler la libération de neurotransmetteurs au niveau des 
synapses centrales et périphériques (Mule et al., 2007; Morgan et al., 2009), 
mais les auteurs de ces études ne présentent pas de mécanismes possibles. 
Tel que démontré dans les paragraphes précédents, les récepteurs 
CB1 et CB2 possèdent une grande quantité de signaux intracellulaires 
distincts. La diversité de seconds messagers activés suite à la stimulation 
des récepteurs aux cannabinoïdes est augmentée par la capacité d’homo- 
hétérodimérisation du récepteur CB1. En outre, le fait que les récepteurs CB2 
de différentes espèces aient souvent des réponses pharmacologiques 
différentes (Bingham et al., 2007) accroit cette diversité. Il s’en suit que la 
résultante de la signalisation des récepteurs CB1 et CB2 peut être très 
différente malgré un couplage de ces derniers à la même famille de protéines 
G. 
1.3- Dégradation des endocannabinoïdes 
Comme la majorité des neurotransmetteurs, les eCBs sont transférés 
de l’espace extracellulaire vers l’intérieur la cellule pour arrêter leur 
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interaction avec les récepteurs aux cannabinoïdes. Les mécanismes et les 
protéines impliqués dans le transport de l’AEA et du 2-AG demeurent 
largement méconnus et controversés. Notamment, certains chercheurs 
proposent que ces lipides traversent les membranes par simple diffusion 
(Glaser et al., 2003; Kaczocha et al., 2006). D’autres soutiennent que le 
processus de récupération se fait par endocytose (Yates and Barker, 2009). 
Bien que l’on ne sache pas encore comment les eCBs reviennent dans la 
cellule, les mécanismes de dégradation sont bien connus. Ces molécules 
sont généralement dégradées par hydrolyse ou oxydation et les mécanismes 
qui régissent ces réactions sont décrits dans la section qui suit. 
Une des enzymes responsables de la dégradation de l’AEA est 
l’enzyme Fatty Acid Amide Hydrolase (FAAH – Deutsch and Chin , 1993; 
Ueda et al., 1995; Cravatt et al., 1996; Ueda et al., 1998; Cravatt et al., 2001; 
Deutsch et al., 2002; McKinney and Cravatt, 2005). Il existe deux isoformes 
de cette protéine FAAH1 et FAAH2 (Cravatt et al., 1996; Wei et al., 2006). 
Ces enzymes sont des protéines intégrales des membranes cytoplasmiques 
et endoplasmiques (Tsou et al., 1998b; Gulyas et al., 2004) et elles font partie 
de la famille d’enzymes appellée "amidase signature" (Chebrou et al., 1996). 
Les deux isoformes de FAAH ont une distribution hétérogène. Il a été 
démontré que FAAH1 s’exprimait préférentiellement dans le cerveau, les 
testicules et l’intestin grêle alors que FAAH2 était davantage exprimée dans 
les tissus cardiaques (Wei et al., 2006). Par ailleurs, FAAH2 ne se retrouve 
pas chez les rongeurs, contrairement à l’isoforme 1 (Wei et al., 2006). 
L’enzyme FAAH est capable de dégrader les deux eCBs majeurs (Di Marzo, 
2008) avec une préférence marquée pour l’AEA (Deutsch and Chin, 1993; 
Cravatt et al., 1996; Goparaju et al., 1998; Ueda et al., 1998), notamment 
pour isoforme 1 (Wei et al., 2006). La réaction chimique catalysée par cette 
enzyme est l’hydrolyse de l’AEA et les produits obtenus sont l’acide 
arachidonique et l’éthanolamine (Figure 1A - Deutsch and Chin, 1993; 
Desarnaud et al., 1995; Ueda et al., 1995; Cravatt et al., 1996). 
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Le 2-AG, pour sa part, est essentiellement hydrolysé par l’enzyme 
monoacylglycérol lipase (MAGL) (Dinh et al., 2002a; Dinh et al., 2002b). La 
réaction catalysée par cette enzyme engendre de l’acide arachidonique et du 
glycérol (Figure 1B - Karlsson et al., 1997). L’enzyme MAGL est exprimée 
dans plusieurs organes, en particulier le système nerveux et l'inhibition de 
cette enzyme cause une augmentation de la concentration de 2-AG (Long et 
al., 2009a; Long et al., 2009b). 
La seconde catégorie d’enzymes capables d’hydrolyser le 2-AG sont 
les enzymes appelées "serine hydrolase α-β-hydrolase domain 6" et "serine 
hydrolase α-β-hydrolase domain 12" (ABHD6 et ABHD12, respectivement). 
Ces enzymes sont également exprimées dans les neurones en culture (Marrs 
et al., 2010) et dans le SNC (Schuett et al., 2002; Blankman et al., 2007), 
notamment dans la rétine pour l’enzyme ABHD6 (Hu et al., 2010). La réaction 
catalysée par ces enzymes engendre les mêmes produits que celle 
provoquée par l’enzyme MAGL, soit de l’acide arachidonique et du glycérol 
(Figure 1B). 
Bien que les réactions décrites ci-dessus soient les principales voies 
de dégradation des eCBs, ces derniers ne sont pas uniquement sujets à 
l’hydrolyse. Ils peuvent également être métabolisés par oxydation, 
notamment par les enzymes cyclooxygénase 2 (Hu et al., 2008) et la 
lipooxygénase 12 et 15 (Veldhuis et al., 2003).  
1.4- Les fonctions physiologiques des récepteurs dans le SNC 
Comme nous l’avons vu précédemment, l’expression des récepteurs 
CB1 et CB2 est très largement distribuée. Leur activation dans le SNC affecte 
un grand nombre de fonctions physiologiques. Une des propriétés 
fondamentales de ces récepteurs est la modulation de la transmission 
synaptique (voir pour revue détaillée Kano et al., 2009). Cela a d’abord été 
établi pour le récepteur CB1. Aujourd’hui, plusieurs études rapportent une 
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fonction de modulation synaptique pour le récepteur CB2 (Onaivi et al., 2006; 
Morgan et al., 2009).  
La présence des récepteurs au niveau des éléments présynaptiques 
des neurones (excitateurs et inhibiteurs) leur permet de détecter les 
endocannabinoïdes libérés par les neurones post-synaptiques. L’activation 
rétrograde de récepteurs leur permet de moduler l’activité des canaux 
calciques et potassiques synaptiques et donc la relâche synaptique. Une des 
conséquences à court terme de l’activation des récepteurs aux 
cannabinoïdes est une diminution de la relâche synaptique au niveau des 
neurones inhibiteurs et excitateurs qui les expriment (voir pour revue détaillée 
Demuth et Molleman,2006 et Kano et al., 2009). Cette fonction a été 
rapportée dans plusieurs régions du SNC notamment le néocortex, 
l’hippocampe, le cervelet, les ganglions de la base et la rétine. 
L’administration expérimentale d’eCBs produit des effets à la fois 
pharmacologiques et comportementaux également associés à d’autres 
produits cannabimimétiques. Elle inclut notamment une action analgésique, 
hypothermique, une diminution de la mobilité. Au niveau neuronal, l’activation 
des récepteurs aux cannabinoïdes module les fonctions cognitives, 
mnémoniques, anxiolytiques, motrices et perceptuelles ainsi que la division 
cellulaire. On rapporte également des effets au niveau gastrique, cardiaque, 
endocrinien, immunitaire/inflammatoire et métabolique (voir pour revue 
Svizenska et al., 2008). 
 
2- Le système endocannabinoïde et le développement 
Le rôle des eCBs comme modulateurs de la transmission synaptique 
et de la plasticité neuronale est maintenant bien établi. Ce système de 
neurotransmission semble également affecter plusieurs processus 
développementaux. Ainsi, plusieurs éléments tels que l’expression et l’activité 
précoces du système eCB durant le développement ont poussé les 
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chercheurs à étudier le rôle de ce système dans le développement du SNC. 
Bien que certains aspects de ce rôle soient encore méconnus, plusieurs 
fonctions développementales semblent déjà émerger. Les parties qui suivent 
seront consacrées à la description du rôle des eCBs dans la prolifération, la 
migration, la spécification de l’identité et la différentiation cellulaire ainsi que 
l’établissement de connexions synaptiques.  
Les eCBs sont présents durant le développement du système 
nerveux. Durant la période fœtale, l’AEA est exprimé, mais sa concentration 
est 1000 fois inférieure à celle du 2-AG (Fernandez-Ruiz et al., 2000). De 
plus, le patron temporel de variations des deux eCBs est différent. Ainsi, alors 
que la concentration de l’AEA augmente progressivement jusqu’à l’âge 
adulte, le niveau de 2-AG observé durant la période fœtale est équivalent à 
celui observé chez l’adulte (Berrendero et al., 1999). Bien que plusieurs 
études soient en accord sur la différence entre l’AEA et le 2-AG, les valeurs 
de concentration sont très variables, il est donc de rigueur de prendre ces 
données avec précaution (Buczynski and Parsons, 2010). Néanmoins, les 
données actuelles suggèrent que les deux eCBs (AEA et 2-AG) auraient tous 
deux un rôle à jouer dans les processus du développement. 
2.1- Prolifération et spécification des cellules progénitrices neurales 
La présence des ARNm du des récepteurs CB1 etCB2 commence à 
être détectée vers le 11e jour de gestation (Buckley et al., 1998). Par ailleurs, 
l’expression du récepteur CB1 augmente progressivement dans tout le 
cerveau durant la période postnatale (McLaughlin and Abood, 1993; 
Rodriguez de Fonseca et al., 1993; Jiang et al., 2007). En outre, l’existence 
d’une signalisation eCB fonctionnelle, impliquant les deux récepteurs, dans 
les zones de prolifération neuronale du cerveau en développement et chez 
l’adulte a été démontrée par plusieurs auteurs (Galve-Roperh et al., 2006; 
Harkany et al., 2007; Jiang et al., 2007; Harkany et al., 2008a). En effet, les 
cellules progénitrices neurales sont aptes à synthétiser les ligands, les 
récepteurs CB1s ainsi que l’enzyme FAAH (Aguado et al., 2005). De plus, 
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l’activation des récepteurs CB1 ou CB2 dans ces cellules favorise la division 
cellulaire et la génération de neurosphères (Aguado et al., 2006; Molina-
Holgado et al., 2007; Trazzi et al., 2010). Cet effet est aboli dans les cultures 
de cellules dont les gènes codant pour les protéines des récepteurs CB1 ou 
CB2 ont été mutés (cnr1-/- ou cnr2-/- - Aguado et al., 2005; Palazuelos et al., 
2006). Par ailleurs, la division des cellules progénitrices est augmentée dans 
les cultures de cellules comportant une forte concentration d’AEA, 
notamment lorsque le gène codant pour FAAH a été supprimé (faah-/- - 
Aguado et al., 2005).  
Les eCBs régulent également la première étape de la spécification 
des cellules progénitrices neurales. Ainsi, l’activation du récepteur CB1 au 
niveau des cellules progénitrices neurales les force à se différencier en une 
lignée de cellules gliales (Aguado et al., 2006; Soltys et al., 2010). Il a 
également été récemment démontré que le 2-AG pouvait promouvoir la 
différenciation des cellules progénitrices en oligodendrocites, mais le 
récepteur responsable de cette action n’est pas encore déterminé (Gomez et 
al., 2010). 
Les effets de l’activation du récepteur CB1 sur la neurogenèse 
demeurent sujets à controverse. Ainsi, certains auteurs rapportent une 
diminution de la neurogenèse suite à l’activation ce récepteur (Rueda et al., 
2002) alors que d’autres rapportent l’effet contraire (Jiang et al., 2005). Ces 
données et d’autres ont mené Harkany et al., (2007) à conclure que les 
caractéristiques chimiques de l’agoniste du récepteur CB1 ainsi que le 
contexte physiologique dans lequel celui-ci intervient peuvent en quelque 
sorte déterminer l’ampleur de la genèse des neurones. Une toute récente 
étude semble soutenir cette idée. En effet, Soltys et al. (2010) ont démontré 
qu’un court traitement à l’AEA cause la différentiation des cellules 
progénitrices en cellules gliales mais si l’on maintient le traitement des 
cellules progénitrices à l’AEA durant une période prolongée (4-7 jours), 
celles-ci continuent à se différencier pour devenir des neurones. 
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Collectivement, ces données soutiennent l’idée qu’un système eCB 
fonctionnel module de manière active la division et la différenciation des 
cellules progénitrices neurales, voire même l’équilibre entre les populations 
neuronale et gliale. 
2.2- La migration neuronale 
Le rôle des eCBs dans la différenciation des cellules progénitrices 
neurales soulève la question de l’implication de ces ligands lipidiques dans 
d’autres aspects développementaux tels que la migration dont nous allons 
traiter dans les paragraphes qui suivent. 
Les eCBs et leurs récepteurs jouent un rôle dans la migration 
neuronale, surtout dans le cas de neurones immatures. Ainsi Berghuis et al. 
(2005) ont démontré que les agonistes du récepteur CB1 provoquent la 
migration d’interneurones GABAergiques in vitro. Ces interneurones sont 
connus pour voyager sur des distances relativement longues pour peupler 
des couches spécifiques du cortex et de l’hippocampe, par exemple. Les 
eCBs contrôlent la migration en coopération avec le facteur neurotrophique 
BDNF (Berghuis et al., 2005; Maison et al., 2009), un élément important dans 
la régulation de la migration neuronale (Fukumitsu et al., 2006). Une étude de 
Mulder et al (2008) rapporte aussi une implication du récepteur CB1 dans la 
migration et la fasciculation des neurones pyramidaux durant le 
développement. 
Par ailleurs, cette fonction est en accord avec la localisation du 
récepteur CB1 dans la matière blanche, localisation rapportée uniquement 
pendant la période développementale (Romero et al., 1997; Berrendero et al., 
1998; Berrendero et al., 1999). De récentes données démontrent aussi une 
interaction entre le récepteur CB1 et la protéine d’adhésion L1, qui est 
impliquée dans plusieurs processus développementaux, notamment la 
migration cellulaire (Schmid and Maness, 2008). En effet, non seulement ces 
deux protéines s’expriment dans les mêmes structures au cours du 
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développement (Gomez et al., 2003), mais il a été démontré que l’activation 
du récepteur CB1 peut moduler à la baisse la synthèse de la protéine L1 
(Gomez et al., 2007; Gomez et al., 2008b), donc la migration cellulaire. 
Le rôle du récepteur CB2 dans les processus de migration de cellules 
neuronales n’a pas encore été étudié. Néanmoins, il est clair que ce 
récepteur est capable de moduler la migration des cellules immunitaires telles 
que les microglies (Miller and Stella, 2008). Il reste donc à découvrir si ce 
récepteur est capable de moduler également la migration neuronale. 
2.3- Guidage axonal et synaptogenèse 
2.3.1- Le guidage axonal 
L’une des caractéristiques premières d’un système nerveux est la 
capacité de ses éléments - les neurones - à communiquer entre eux. Cette 
communication se fait à travers une structure spécialisée, appelée synapse. 
Bien que de nombreux mécanismes permettant l’établissement de ces 
synapses soient connus, ils en restent encore beaucoup à découvrir. Pour 
établir leurs synapses, les axones voyagent sur des distances plus ou moins 
longues pour parvenir à leur(s) cible(s). Plusieurs éléments récemment 
découverts permettent de penser que les endocannabinoïdes sont impliqués 
dans les mécanismes de guidage axonal et de synaptogenèse. 
Il a été démontré que les agonistes du récepteur CB1 abolissent la 
croissance des neurites dans les cultures d’interneurones GABAergiques 
embryonnaires (Berghuis et al., 2005) alors qu’ils favorisent la croissance 
axonale des neurones pyramidaux embryonnaires (Mulder et al., 2008). Les 
résultats de ces études démontrent que les endocannabinoïdes modulent la 
croissance des axones des neurones différemment selon le type neuronal. 
De plus, la présence atypique du récepteur CB1 dans la matière blanche du 
cerveau antérieur durant le développement et la superposition de cette 
présence avec un marqueur de cônes de croissance – la structure 
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spécialisée qui permet le guidage axonal – confirme l’idée d’une implication 
des eCBs dans le guidage axonal (Gomez et al., 2008b).  
Enfin, d’importants déficits de fasciculation sont retrouvés lorsque 
l’activité du récepteur CB1 est bloquée (Mulder et al., 2008; Watson et al., 
2008; Wu et al., 2010). En particulier, Wu et al., (2010) démontrent des 
anomalies de fasciculation dans les connexions corticothalamiques et 
thalamocorticales qui arrivent ou émergent de l’aire somatosensorielle 
primaire de la souris cnr1-/-, mais également chez des souris dont le gène 
cnr1 est muté uniquement dans les neurones glutamatergiques. Ces travaux 
permettent de conclure que le récepteur CB1 joue un rôle important dans la 
fasciculation axonale et dans le guidage axonal. Là encore, le rôle du 
récepteur CB1 est maintenant assez bien décrit, mais aucune donnée n’a 
encore été publiée sur le récepteur CB2. 
2.3.2- La synaptogenèse 
Pour l’instant, une seule étude a directement évalué le rôle du 
récepteur CB1 dans la synaptogenèse. Kim et Thayer (2001) ont avancé que 
les agonistes du récepteur CB1 inhibent la formation de synapses dans les 
cultures de neurones de l’hippocampe. Par ailleurs, de récentes études 
démontrent une organisation synaptique anormale dans l’aire 
somatosensorielle primaire lorsqu’il y a interférence avec l’activation du 
récepteur CB1 pendant la période critique de développement de la couche 
corticale 2/3 (Li et al., 2009).  
2.4- Les endocannabinoïdes et le système visuel 
Le rôle des eCBs dans la fonction visuelle est assez peu étudié. 
La majorité des études fonctionnelles qui existent portent sur la rétine. Il 
existe néanmoins quelques éléments dans la litératture qui permettent de 
penser que ce système de neuromodulation peut avoir un rôle dans la 
fonction visuelle. Nous allons donc brièvement présenter le système visuel 
puis les fonctions connues des endocannabinoïdes dans ce système. 
25 
 
La rétine est le point d’entrée de l’information visuelle. C’est une 
structure laminaire à l’anatomie complexe qui sera discutée en détails 
dans la section 3 de la présente introdution. Les cellules ganglionnaires 
forment la seule classe de neurones rétiniens projettant vers le reste du 
système nerveux central. Les axones des cellules ganglionnaires quittent 
la rétine par le nerf optique, décussent – dans une proportion qui varie 
selon les espèces – au niveau du chiasme optique, avant d’atteindre leurs 
cibles primaires : le corps genouilé latéral (CGL) et le collicule supérieur 
(CS). Le CGL est un noyau thalamique de premier ordre qui effectue une 
analyse de bas niveau de l’information visuelle avant de la transferer au 
cortex visuel primaire. Le CS quant à lui, est une structure multimodale qui 
se caratèrise par une très grande sensibilité au mouvement qui est 
impliqué dans le contrôle visuo-moteur. 
L’aire visuelle primaire est la première aire corticale à recevoir 
l’information visuelle; elle recoit les afférences du CGL. Cette aire se 
caratérise par une organisation rétinopique extrêmement précise. Chez 
les rongeurs, cette organisation a d’abord été démontrée par 
électrophysiologie dans les années 70-80 (Drager, 1975; Wagor et al., 
1980; Espinoza, 1983; Espinoza and Thomas, 1983), puis confirmée par 
des méthodes complémentaires comme l’imagerie optique (Schuett et al., 
2002; Gias et al., 2005). Cette aire contient donc une représentaion 
spatiale du champ visuel controlatéral, avec une petite portion du cortex 
qui reçoit des projections des deux yeux. Cette portion binoculaire 
correspond à une région de 30-40 degrés de champ visuel central (Wagor 
et al., 1980). 
Fonctionnellement, dans le cortex visuel primaire des rongeurs, 
une importante proportion de neurones répondent à des stimuli orientés et 
en mouvement (Drager, 1975; Mangini and Pearlman, 1980; Girman et al., 
1999). Dans cette structure, il existe également des neurones avec des 
champs récepteurs non-orientés caratérisés par un centre ON (qui 
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lorsqu’éclairés causent la dépolarisation de la cellule), OFF (qui 
lorsqu’éclairés causent l’hyperpolarisation de la cellule) ou ON-OFF, qui 
peuvent répondre ou pas à des stimuli en mouvement.  
Il existe assez peu de données sur l’effet du cannabis sur la 
perception visuelle. Les premières études effectuées chez l’humain 
(datant de la fin des années 1960) combinaient le cannabis et l’alcool, ce 
qui rend difficile l’évaluation des conséquences provenant de l’alcool de 
celles dues au cannabis. Néanmoins, plusieurs études rapportent les 
effets de la consommation de cannabis sur la vision. Notamment, il a été 
rapporté que le temps de rétablissement après un éblouissement pouvait 
être prolongé par la prise de THC (Adams et al., 1978). La consomation 
aiguë de marijuana peut également causer une réduction de l’acuité 
visuelle, altérer la vision des couleurs et augmenter la photosensibilité 
(Kiplinger et al., 1971; Dawson et al., 1977; Russo et al., 2004). Certains 
auteurs ont aussi démontré des effets à court et long termes sur certains 
paramètres centraux de la vision comme la perception de la profondeur 
(Emrich et al., 1991; Leweke et al., 1999; Semple et al., 2003 et voir pour 
revue détaillée Yazulla, 2008). 
De très récentes études démontrent un effet de l’activation ou de 
l’inhibition du récepteur CB1 sur la plasticité durant le dévelopment dans 
l’aire visuelle primaire (V1) chez la souris et le rat (Sjostrom et al., 2003; 
Huang et al., 2008; Liu et al., 2008a) (Jiang et al., 2010a; Jiang et al., 
2010b). Durant la période critique, des mécanismes de dépression à long 
terme (LTD) sont responsables de modeler les arbres dentriques des 
neurones de l’aire V1. Le récepteur CB1 semble jouer un rôle dans ces 
mécanismes dans les couches 2/3, mais pas 4 du cortex visuel primaire 
de la souris (Sjostrom et al., 2003; Huang et al., 2008; Liu et al., 2008a). Il 
a également été démontré que le récepteur CB1 modulait la maturation 
des réseaux GABAergiques des couches 2/3 par un méchanisme de LTD 
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dans l’aire visuelle primaire de la souris (Jiang et al., 2010a; Jiang et al., 
2010b). 
Bien que le rôle du récepteur CB1 dans le fonctionnement de V1 
ou de la perception chez l’adulte n’a pas encore été étudié directement, 
ces données démontrent que ce récepteur est impliqué dans le 
dévelopment normal de cette région. Par ailleurs, plusieurs études 
démontrent la présence de ce récepteur dans une autre structure du 
système visuel, la rétine. Avant de présenter la distribution et le rôle des 
endocannabinoides dans la rétine, nous allons brièvement présenter la 
rétine et son développement. 
 
3- La rétine 
La rétine est un modèle intéressant et accessible pour l’étude de la 
neurotransmission adulte, mais également du développement neuronal. Cette 
structure présente l’avantage de contenir six types de cellules neuronales et 
un type de cellule gliale majeur, organisés en trois couches cellulaires et 
deux couches synaptiques. Bien que la microcircuiterie de la rétine soit assez 
complexe, il existe une littérature abondante et très détaillée qui permette 
d’avoir une très bonne compréhension de la dite circuiterie. Pour ce qui est 
du développement, la genèse des différents types cellulaires suit un patron 
bien connu qui semble être commun à plusieurs espèces. Chez le rongeur, le 
développement de la rétine a lieu en partie durant la période postnatale. 
Jusqu’à très récemment, peu d’études existaient sur la synaptogenèse de la 
rétine du fait de la difficulté à obtenir des marquages à la fois spécifiques et 
précoces.  
Dans cette partie, nous présenterons dans un premier temps, la 
rétine, notamment les types cellulaires qui la composent et leur rôle dans la 
fonction rétinienne. Dans un second temps, nous détaillerons le 
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développement de la rétine et les mécanismes qui le régissent. Enfin, nous 
examinerons le rôle du système endocannabinoïde dans la rétine. 
3.1- La rétine adulte 
La rétine est une structure constituée de trois couches cellulaires et 
deux couches synaptiques. Il s’agit d’une part, des couches nucléaires 
interne et externe (INL, ONL) et de la couche des cellules ganglionnaires 
(GCL) et d’autre part, des couches plexiformes interne et externe (IPL et 
OPL). Les sept principaux types cellulaires se répartissent dans ces couches 
selon le même schéma chez différentes espèces animales. Un exemple de 
rétine dont les noyaux sont marqués est présenté dans la figure 2. 
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Figure 2 : Marquage histochimique nucléaire de la rétine de souris. 
Marquage histochimique nucléaire au Sytox Green d’une rétine. ONL = couche 
nucléaire externe, OPL = couche plexiforme externe, INL = couche nucléaire interne, 
IPL = couche plexiforme interne, GCL = couche des cellules ganglionnaires. Barre 
d’échelle = 100µm. 
  
30 
 
3.1.1- Les photorécepteurs 
Les photorécepteurs sont le point d’entrée de l’information visuelle. Ils 
sont constitués de deux classes de cellules spécialisées, les bâtonnets et les 
cônes, dont le rôle est de transformer l’influx lumineux en influx électrique. 
Les bâtonnets sont dédiés à la vision dans des conditions de faible 
luminosité. Ils sont extrêmement sensibles et peuvent réagir à une activation 
aussi faible qu’un seul photon. Les cônes, quant à eux, sont dédiés à la 
vision de jour. Ils sont beaucoup moins sensibles que les bâtonnets mais 
présentent une meilleure résolution spatiale et temporelle.  
Les espèces animales nocturnes, telles le rat et la souris, ont entre 
0.5 et 3% de cônes dans leur rétine, les espèces crépusculaires et 
arythmiques en ont entre 2 et 10%. Enfin, chez les espèces diurnes, telles 
que les primates, la proportion de cônes est extrêmement variable, allant de 
8 à 95%, cependant les cas présentant un pourcentage de cônes supérieur à 
celui des bâtonnets soient rares. 
Les longueurs d’ondes détectées (intervalle spectral de détection) par 
un animal dépendent du type de pigments visuels présents dans les 
segments externes des photorécepteurs, lesquels peuvent avoir des 
propriétés d’absorption spectrale différentes. Le seuil et l’amplitude de la 
réponse à la lumière sont également influencés par la concentration du 
pigment visuel dans la cellule photoréceptrice. Par ailleurs, la distribution 
spatiale, appellée mosaïque rétinienne des photorécepteurs peut contribuer à 
la vision des couleurs et à la résolution spatiale (Rodieck, 1998). Ces attributs 
varient considérablement d’une espèce à l’autre. Des facteurs comme le type 
et le niveau d’expression des pigments, le nombre de photorécepteurs, et 
leur organisation spatiale semblent avoir évolué différemment selon les 
espèces, de façon à permettre à celles-ci une meilleure adaptation à leur 
environnement visuel (Jacobs, 1993). Par exemple, dans la rétine de la 
souris, l’un des modèles utilisés dans la présente thèse, on trouve 3% de 
cônes (Jeon et al., 1998). Chez le rat, qui est notre modèle principal, on 
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trouve 1% de cônes (La Vail, 1976). Chez ces deux espèces, les cônes sont 
distribués sur toute la surface de rétine de façon homogène. Szél et son 
équipe de recherche ont établi l’existence de deux types de pigments dans 
les cônes des souris (Szel et al., 1992) et des rats (Szel and Rohlich, 1992). Il 
s’agit de l’opsine M qui absorbe les longueurs d’ondes moyennes (autour de 
508nm) et l’opsine S qui absorbe les longueurs d’ondes courtes (autour de 
360nm). Les cônes contiennent les deux pigments avec une concentration 
d’opsine M qui augmente progressivement: les cônes dans la rétine 
supérieure expriment davantage d’opsine M que ceux qui sont situés dans la 
rétine ventrale (Applebury et al., 2000).  
Les deux types de photorécepteurs ont des structures 
morphologiques relativement similaires. Tous deux sont formés de quatre 
compartiments fonctionnels : le segment externe, le segment interne, le corps 
cellulaire et la terminaison synaptique. Chacun de ces compartiments est 
schématisé dans la figure 3. 
Le segment externe est composé d’un empilement de disques qui 
contiennent une très grande concentration de pigments visuels. Chez les 
rongeurs, ces pigments sont la rhodopsine pour les bâtonnets, les opsines M 
et S pour les cônes. Dans les bâtonnets, les disques sont indépendants de la 
membrane cellulaire, alors qu’ils y sont enchâssés dans les cônes. Le 
segment interne contient le réticulum endoplasmique et l’appareil de Golgi. 
De nombreuses mitochondries sont aussi présentes tout près du segment 
externe, afin de répondre au besoin métabolique de cette structure. Le corps 
cellulaire contient essentiellement le noyau de la cellule. La terminaison 
synaptique est la structure en charge de la transmission de l’information 
lumineuse aux neurones de second ordre, à savoir les cellules bipolaires et 
horizontales. (Fu and Yau, 2007). 
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Figure 3 : Différents compartiments cellulaires des photorécepteurs.
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Dans l’obscurité, il y a un courant entrant continuel appelé courant 
d’obscurité ("the dark current") qui dépolarise la cellule photoréceptrice et qui 
maintient une relâche constante de glutamate au niveau de la synapse. La 
lumière cause la fermeture du canal qui permet ce courant, menant à une 
hyperpolarisation de la cellule et à l’arrêt de la relâche synaptique. 
3.1.2- Cellules bipolaires 
Les cellules bipolaires sont des cellules de second ordre qui 
recueillent l’information des photorécepteurs dans l’OPL et la transmettent 
aux cellules ganglionnaires dans l’IPL. Cette population de cellules est 
hétérogène et, selon les critères choisis, le nombre de types de cellules 
bipolaires varie. En effet, si l’on se base sur des critères fonctionnels, on 
retrouve deux groupes de cellules bipolaires ON et OFF (Famiglietti and Kolb, 
1976). Ces deux groupes de cellules répondent différemment à la lumière : 
les cellules bipolaires ON en se dépolarisant et les OFF en s’hyperpolarisant, 
créant ainsi des canaux parallèles de transfert d’information. Cette 
dichotomie existe grâce à la présence de deux types de récepteurs 
glutamatergiques dans les dendrites des cellules bipolaires. Les ON 
expriment des récepteurs métabotropiques mGluR6 dans leur dendrites. Ce 
récepteur permet d’inverser le signe de la réponse causée par le glutamate, 
qui devient alors une hyperpolarisation (Slaughter and Miller, 1985; Nomura 
et al., 1994; Koyasu et al., 2008). Les OFF, quant à elles, expriment des 
récepteurs ionotropiques AMPA/kainate GluR, qui conservent le signe de la 
réponse causée par le glutamate (DeVries, 2000). Les synapses de ces 
cellules se stratifient à des niveaux différents dans l’IPL. Les OFF dans la 
strate a (la moitié supérieure de l’IPL) et les ON dans la strate b (la moitié 
inférieure de l’IPL). 
Selon le critère du type de cellule pré-synaptique, il existe deux 
autres groupes de cellules bipolaires : les cellules bipolaires liées aux 
bâtonnets et celles associées aux cônes (voir pour revue Tom Dieck and 
Brandstatte, 2006). Selon les critères morphologiques, les chercheurs ont 
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dénombré entre dix et douze types de cellules bipolaires selon les espèces 
animales (Haverkamp et al., 2003; Ghosh et al., 2004; Wassle et al., 2009 et 
voir pour revue récente Strettoi et al., 2010). Il est à noter que bien que les 
cônes soient nettement moins nombreux que les bâtonnets, la vaste majorité 
des sous-types des cellules bipolaires leur sont associées (neuf types sur dix 
chez le rat et la souris). Dans la voie des bâtonnets, la sensibilité à la lumière 
est la caractéristique la plus importante. Il existe donc une convergence de 
plusieurs bâtonnets sur une seule cellule bipolaire liée aux bâtonnets. Par ce 
mécanisme, la sensibilité d’une cellule bipolaire liées aux bâtonnets peut être 
jusqu’à vingt fois supérieure à celle d’un bâtonnet. À contrario, chaque cône 
fait synapse avec une cellule bipolaire liée aux cônes de chaque sous-type 
formant ainsi des canaux parallèles de transmission et d’intégration de 
l’information (Wassle et al., 2009). 
3.1.3- Cellules ganglionnaires 
Les cellules ganglionnaires sont situées dans la monocouche 
nucléaire la plus superficielle de la rétine (voir figure 2). Elles reçoivent 
l’information de deux partenaires synaptiques : les cellules bipolaires et 
certaines cellules amacrines. Les cellules ganglionnaires sont responsables 
de la transmission de l’information visuelle aux structures sous-corticales, 
notamment le CGL et CS. Ces cellules transfèrent l’information mais elles 
effectuent également une certaine analyse de cette information qu’elles 
envoient le long de parallèles 
Ces cellules varient considérablement en termes de taille, de 
connectivité et de réponses à une stimulation visuelle. Fonctionnellement, le 
champ récepteur des cellules ganglionnaires est divisé en deux régions : le 
centre et la périphérie. La réponse à la lumière de ces deux régions est 
opposée. Par exemple, l’illumination du centre cause la dépolarisation de la 
cellule (appelée centre ON), alors que l’illumination de la périphérie de cette 
même cellule cause son hypolarisation (appelée périphérie OFF). Cette 
organisation signifie que la réponse optimale de cette cellule est causée par 
35 
 
une illumination focale du centre du champ récepteur, qui laisse sa périphérie 
dans le noir. Les cellules ganglionnaires peuvent avoir une organisation 
opposée c'est-à-dire un centre OFF et une périphérie ON. Les cellules 
ganglionnaires à centre ON reçoivent leurs afférences des cellules bipolaires 
ON, alors que les cellules ganglionnaires OFF reçoivent les leurs des cellules 
bipolaires OFF (Werblin and Dowling, 1969). La périphérie est généralement 
attribuée aux afférences inhibitrices des cellules horizontales et amacrines 
(Werblin and Dowling, 1969; Davenport et al., 2008; Schubert et al., 2008).  
Selon des critères morphologiques, il existe entre 15 et 20 types de 
cellules ganglionnaires. Chez les rongeurs, cette classification est la plus 
élaborée. Les études les plus récentes rapportent jusqu’à 22 sous-types de 
cellules ganglionnaires (Sun et al., 2002; Kong et al., 2005; Coombs et al., 
2006; Volgyi et al., 2009).  
Outre la voie excitatrice verticale dont nous avons décrit les trois 
acteurs (photorécepteurs, cellules bipolaires, cellules ganglionnaires), il 
existe dans la rétine deux étapes d’inhibition latérale. 
3.1.4- Les neurones modulateurs 
Dans la rétine, il existe deux classes de neurones inhibiteurs : les 
cellules horizontales et amacrines. Les cellules horizontales modulent le 
transfert de l’information entre les cônes et cellules bipolaires en agissant au 
niveau du pédicule du premier et des dendrites des secondes. Les cellules 
amacrines, quant à elles, modulent le transfert de l’information entre les 
cellules bipolaires et ganglionnaires en agissant sur les terminaisons 
synaptiques des premières et les dendrites des secondes. 
3.1.4.1- Cellules horizontales 
Un élément important de la première synapse excitatrice de la rétine 
est la présence d’une voie de rétroaction inhibitrice provenant des cellules 
horizontales. Ces dernières sont situées juste en dessous de la couche 
plexiforme externe, avec des dendrites qui s’étendent latéralement dans la 
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couche synaptique, de sorte que chaque cellule horizontale reçoit des 
afférences de plusieurs photorécepteurs. Chez la majorité des vertébrés, il 
existe au moins deux types de cellules horizontales, l’exception étant les 
rongeurs (Peichl and Gonzalez-Soriano, 1994; Oguni et al., 1998). Chez les 
rongeurs, le type B de cellule horizontale est celui que l’on retrouve, avec les 
dendrites se connectant aux les cônes, alors que l’axone est connecté aux 
bâtonnets (Suzuki and Pinto, 1986; Peichl and Gonzalez-Soriano, 1994; 
Oguni et al., 1998) 
Il est également important de mentionner que ces cellules sont 
couplées entre elles par des jonctions électriques ("gap junctions"), de sorte 
que chaque cellule horizontale reçoit des afférences qui s’entendent au-delà 
de son propre arbre dendritique (Bloomfield et al., 1995). Ces cellules 
deviennent alors responsables de faire la moyenne du signal, avant de le 
renvoyer aux cônes et aux cellules bipolaires. 
Chez les mammifères, l’augmentation de la luminosité de 
l’environnement cause une relâche accrue de dopamine (Godley and 
Wurtman, 1988), qui par un mécanisme dépendant de l’AMPc diminue le 
couplage des cellules horizontales (Xin and Bloomfield, 1999; He et al., 
2000). Par ce mécanisme, les cellules horizontales jouent un rôle important 
dans l’adaptation rétinienne à la lumière, car grâce à leur rétroaction ces 
cellules modulent la sensibilité des cônes et forment les champs récepteurs 
des cellules bipolaires et ganglionnaires. 
3.1.4.2- Cellules amacrines 
Le deuxième type de cellules modulatrices dans la rétine sont les 
cellules amacrines. Elles forment une population extrêmement hétérogène 
qui joue un rôle important dans l’analyse de l’information visuelle dans la 
rétine interne en modulant les paramètres spatiaux et temporels du transfert 
de l’information visuelle (pour revues détaillées voir MacNeil and Masland, 
1998 et Lukasiewicz, 2005). Certaines cellules amacrines ont des fonctions 
bien connues notamment les amacrines AII qui forment le lien permettant le 
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passage de l’information visuelle aux cellules ganglionnaires en condition de 
faible luminosité.  
Les cellules amacrines sont également très hétérogènes en termes 
de morphologie (voir pour revues détaillées Masland, 1988 et Wassle and 
Boycott, 1991). Chez la souris, par exemple, les cellules amacrines 
constituent 39% du nombre total de cellules (Jeon et al., 1998). Les somas 
des cellules amacrines occupent la moitié la plus profonde de l’INL, mais 
peuvent également se retrouver dans la couche des cellules ganglionnaires, 
elles sont alors appelées "cellules amacrines déplacées" (Perry and Walker, 
1980). Toutes les cellules amacrines reçoivent et forment leurs synapses 
dans la couche plexiforme interne. Ces cellules ont également une 
composition neurochimique complexe. En effet, en plus d’un 
neurotransmetteur inhibiteur (glycine ou GABA), elles sont souvent 
également capables de sécréter un neuropeptide comme l’acétylcholine ou la 
dopamine (voir pour revue détaillée Wassle and Boycott, 1991). 
3.1.5- Cellules gliales de la rétine 
La rétine contient en plus de la microglie, deux types de macroglies : 
les astrocytes et les cellules de Müller. Les astrocytes sont produits dans le 
cerveau et migrent à travers le nerf optique dans la couche des fibres de 
cellules ganglionnaires (Watanabe and Raff, 1988 et voir pour revue Huxlin et 
al., 1992). Chez l’adulte, ces cellules sont confinées autour des vaisseaux 
sanguins dans les rétines vascularisées et dans la couche des fibres de 
cellules ganglionnaires (Watanabe and Raff, 1988; Hollander et al., 1991). 
Les cellules de Müller quant à elles, sont produite dans à partir des cellules 
progénitrices de la rétine. Cellules s’étendent sur toute l’épaisseur de la rétine 
et forment le type le plus important de cellules gliales dans la rétine. Ces 
macroglies sont dérivés du système immunitaire et forment des éléments très 
importants pour la défense immunitaire de la rétine (voir pour revue 
Bringmann et al., 2006). Les cellules de Müller sont particulièrement 
importantes car en plus d’être en contact avec la quasi-totalité, voire la 
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totalité, des neurones rétiniens, il existe des échanges permanents entre ces 
cellules et les neurones de la rétine. Notamment, ces cellules fournissent un 
soutien trophique aux neurones rétiniens (de Melo Reis et al., 2008), elles 
sont également en charge de l’élimination des déchets métaboliques de la 
rétine. Par ailleurs, ces cellules jouent un rôle crucial dans le maintien de la 
barrière hématorétinienne et la régulation du flot sanguin (voir pour revue 
Bringmann et al., 2006 et 2009). Un autre rôle important des cellules de 
Müller est le maintien de l’homéostasie de la rétine, ces cellules sont 
particulièrement bien équipées pour contrôler de la concentration des ions 
potassiques qui sont relâchés massivement dans le milieu extracellulaire par 
les neurones (Bringmann et al., 2000). 
Les cellules Müller sont capables de moduler l’excitabilité des 
neurones rétiniens en contrôlant le recyclage des neurotransmetteurs et la 
disponibilité de leurs précurseurs (pour revue voir Newman, 2004; de Melo 
Reis et al., 2008 et Bringmann et al., 2009).  
3.2- La circuiterie de la rétine du rongeur 
Bien que les grands groupes cellulaires de la rétine soient 
relativement simples, les types et surtout le nombre d’interactions qui les 
unissent font de la rétine une structure excessivement complexe. Étant donné 
la complexité de la question, nous allons nous concentrer sur les grandes 
voies connues. 
Chez les mammifères, les bâtonnets et les cônes sont le point de 
départ de deux voies d’analyse. Les bâtonnets sont responsables de la vision 
en condition de faible luminosité (vision scotopique) alors que les cônes 
répondent à des conditions de luminosité plus intenses (vision photopique). 
Les cônes sont également responsables de la perception de couleur. Les 
bâtonnets et les cônes font synapse avec les cellules bipolaires au niveau de 
l’OPL. Ces dernières sont alors responsables de transférer l’information 
directement ou indirectement aux cellules ganglionnaires. La transmission du 
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signal a été décrite par plusieurs auteurs, notamment par Wassle (2004) et 
chez la souris par Chalupa and Williams (2008). Les concepts présentés 
dans ces textes seront donc résumés dans les paragraphes qui suivent. 
3.2.1- Transmission du signal des bâtonnets  
Dans le noir, les bâtonnets relâchent du glutamate, et cette action est 
diminuée par la lumière. L’élément présynaptique, formé par la sphérule du 
bâtonnet, est généralement en apposition avec deux dendrites de cellules 
horizontales et une à trois dendrites de cellules bipolaires chez presque tous 
les mammifères. Chez les rongeurs, les dendrites des cellules horizontales 
sont en contact uniquement avec les cônes (Suzuki and Pinto, 1986; Peichl 
and Gonzalez-Soriano, 1994; Oguni et al., 1998). Chaque cellule bipolaire 
liée aux bâtonnets est en contact avec 20 à 80 sphérules. Les terminaisons 
synaptiques des cellules bipolaires liées aux bâtonnets sont dans l’IPL, mais 
pas directement en contact avec les cellules ganglionnaires. En effet, ces 
cellules bipolaires forment des synapses avec les cellules amacrines de type 
AII, qui sont alors dépolarisées à la lumière. Celles-ci intègrent l’information 
de plusieurs CBbs, et la transfèrent aux terminaux des cellules bipolaires ON 
et OFF associées aux cônes grâce à des synapses électriques. Enfin, les 
cellules bipolaires liées aux cônes transfèrent l’information aux cellules 
ganglionnaires ON et OFF. Ces voies sont représentées dans la figure 4 sous 
les appellations ON1 et OFF1. 
Un second chemin de signalisation a été établi fonctionnellement 
chez les primates et anatomiquement chez le rongeur. Il semblerait que le 
signal des bâtonnets emprunte la voie des cônes par le biais des jonctions 
électriques présentes entre les deux types de photorécepteurs (voir voies 
ON2 et OFF2 dans figure 4). 
Un troisième chemin de signalisation implique le passage par un type 
de cellule bipolaire OFF asociée aux cônes (type 4) qui fait synapse à la fois 
avec les cônes et les bâtonnets (voir voie OFF3 dans figure 4). 
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Figure 4 : Représentation des voies de transmission OFF et ON des bâtonnets.  
Figure adaptée de Wassle et al., (2004) 
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3.2.2- Transmission du signal des cônes  
Comme les bâtonnets, les cônes répondent à la lumière par une 
hyperpolarisation gradée et une diminution de la relâche glutamatergique au 
niveau de leur pédicule. Celui-ci peut être considéré comme une des 
structures synaptiques les plus complexes du SNC, car il peut interagir avec 
un maximum de 500 éléments postsynaptiques. En effet, un pédicule est en 
contact avec huit types de cellules bipolaires, en plus d’un ou de plusieurs 
types de cellules horizontales, selon les animaux. Les cellules horizontales et 
les cellules bipolaires OFF sont hyperpolarisées par la lumière, alors que les 
cellules bipolaires ON sont dépolarisées. Les chemins de signalisation 
constitués par les cellules bipolaires peuvent donc être regroupés en deux 
grandes catégories : ON et OFF. Les cellules ON répondent à une 
augmentation de la lumière et font synapse avec les cellules ganglionnaires 
ON dans la partie inférieure de l’IPL. Les cellules bipolaires OFF réagissent à 
une diminution lumineuse et font synapse avec les cellules ganglionnaires 
OFF dans la partie supérieure de l’IPL. 
 
4- Développement et maturation de la rétine du rat  
L’œil se développe à partir d’une excroissance du tube neural, qui 
forme d’abord une vésicule optique. Cette vésicule est constituée de deux 
monocouches cellulaires au départ, l’épithélium pigmenté à l’extérieur et le 
neuroépithélium rétinien à l’intérieur. Dans une première phase, les deux 
couches prolifèrent, ce qui entraîne une croissance rapide de la vésicule 
optique. Le neuroépithélium rétinien est constitué, à cette étape, de cellules 
progénitrices , des cellules ovales, ancrées aux membranes basale (la 
membrane limitante interne) et apicale (le réticulum pigmenté) par des 
filaments le long desquels le corps cellulaire peut migrer. 
Durant le développement rétinien, les changements dans les phases du cycle 
cellulaire des cellules progénitrices et des nouvelles cellules post-mitotiques 
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coïncident avec une oscillation de l’emplacement du noyau entre les 
membranes apicale et basale. Ceci constitue la migration intercinétique du 
noyau ("interkinetic nuclear migration"). 
Dans la phase M du cycle, le noyau est positionné au niveau de la 
surface apicale. Au cours de cette phase, les cellules progénitrices peuvent 
se diviser de façon symétrique ou asymétrique. La division symétrique donne 
naissance à deux cellules filles de mêmes types, soit deux cellules mitotiques 
ou deux neurones identique. Par la suite, dans les phases G1 et S, le noyau 
de ces cellules mitotiques se déplacent vers des localisations davantage 
basales avant de remonter durant la phase G2 vers la surface apicale pour 
une nouvelle division (figure 5). La division asymétrique  génère deux cellules 
filles de types différent.  
Lorsque les cellules générées qui quittent le cycle cellulaire pour se 
différencier, elles migrent par translocation nucléaire vers leur positions 
finales (voir pour revue Baye and Link 2008). 
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Figure 5 : Représentation de la migration intercinétique du noyau.  
A : Migration intercinétique du noyau des cellules progénitrice , B : Migration intercinétique du noyau 
suite à une division en neurogénique qui donne une cellule progénitrice et une cellule ganglionnaire (G). Figure 
adaptée de revue de Baye and Link (2008). 
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4.1- L’organisation temporelle de la rétinogenèse 
Le patron temporel selon lequel les cellules sont générées se divise 
en trois étapes. La première étape, "ramp-up", commence chez le rat au jour 
embryonnaire 10 (jour du début des naissances cellulaires) pour durer 
environ cinq jours. Au cours de cette étape, les premiers 5% de la population 
cellulaire à une excentricité donnée (centrale ou périphérique) sont créés en 
deux jours environ (Rapaport et al., 2004). Il existe un décalage d’environ 
deux à trois jours entre le développement des rétines centrale et 
périphérique. Il faut cinq jours pour atteindre 5% de la population cellulaire 
totale de la rétine (Rapaport et al., 2004). La majorité de la population 
cellulaire (90% des cellules) est produite pendant la deuxième étape. Chez le 
rat, cette étape commence généralement au jour embryonnaire (E) 15 et se 
termine au jour postnatal (P) 6 (Rapaport et al., 2004). Durant cette phase, la 
vitesse de production cellulaire augmente exponentiellement : 50% des 
cellules sont générées entre P0 et P2. La dernière portion de cellules (5%) 
est produite durant la troisième étape, qui commence chez le rat à P6 et se 
termine à P13 (Rapaport et al., 2004). Bien que l’échelle de temps varie 
d’une espèce à l’autre, le patron temporel adopté par ce processus est le 
même chez le primate (La Vail et al., 1991; Rapaport et al., 1996) et le rat 
(voir figure 6 - Rapaport et al., 2004).  
La rétinogenèse s’effectue dans un sens centrifuge puisque la rétine 
centrale présente une avance de deux à trois jours sur la rétine périphérique 
des rongeurs (voir figure 6 - Young, 1985b; Young, 1985a; Rapaport et al., 
2004(Young, 1985b; Young, 1985a). 
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Figure 6 : Le patron temporel du développement de la rétine chez le rat.  
Le développement de la rétine centrale est deux à trois jours en avance sur celui de la rétine périphérique. 
Figure adaptée de Rapaport, et al., (2004). 
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Rapaport et al, (2004) décrivent de façon détaillée l’ordre de 
production des différents types de cellules rétiniennes chez le rat (figure 7). 
Ils distinguent deux groupes, contenant chacun plusieurs types de cellules 
rétiniennes. Le premier groupe inclut les cellules ganglionnaires, les cellules 
horizontales et les cônes. Ces cellules sont générées dans cet ordre. Le 
développement de ce groupe survient essentiellement entre E9 et E16. Il est 
suivi par une période de quatre à sept jours durant laquelle le nombre de 
"naissances" cellulaires est grandement diminué. Entre E12 et E20, la 
majorité des cellules amacrines sont générées. Les auteurs de cette étude 
soulignent qu’ils ne leur a pas été possible de déterminer si les cellules 
amacrines constituent un groupe à part entière ou si elles s’intègrent à l’un 
des autres groupes mentionné ci-dessus. Le dernier groupe inclut les cellules 
bipolaires, les cellules de Müller ainsi que des bâtonnets, dont la production 
se concentre entre E18 et P2. Ces cellules sont générées dans cet ordre. 
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Figure 7 : Ordre de développement des cellules rétiniennes chez le rat. 
Adaptée de Rapaport, et al., (2004). 
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Tel qu’indiqué précédemment, les six types neuronaux peuvent être 
déclinés en soixante sous-types morphologiques. Les mécanismes à l’origine 
de cette diversité sont encore méconnus. Néanmoins, l’hypothèse selon 
laquelle les cellules progénitrices passeraient par des "stades de 
compétence" apparaît pour l’instant la plus plausible. Selon cette hypothèse, 
à chaque stade de compétence, les cellules "multipotentes" peuvent générer 
un nombre limité de types et/ou de sous-types cellulaires (Alexiades and 
Cepko, 1996; Cayouette et al., 2006; Fujitani et al., 2006; Elliott et al., 2008).  
La formation de la rétine passe par plusieurs étapes. Dans une 
première phase, la rétine est constituée de deux couches cellulaires et d’une 
fine couche synaptique, l’IPL en formation. Dans la deuxième phase, la rétine 
est constituée de trois couches cellulaires : GCL, INL et NBL. La couche GCL 
et INL sont séparées par l’IPL, mais les couches INL et NBL sont encore 
continues. Dans la troisième phase, la rétine adopte sa structure finale. 
4.1.1- Phase 1 : une rétine à deux couches 
Les cellules ganglionnaires sont les premières à quitter le cycle 
cellulaire pour former des cellules ganglionnaires immatures. Celles-ci 
développent un cône de croissance qui est une structure spécialisée 
permettant aux cellules de diriger leur axone vers une cible adéquate à partir 
du filament basal qui les relie à la membrane limitante interne. Le filament 
apical, quant à lui, se rétracte alors que le corps cellulaire des cellules 
ganglionnaires immatures redescend vers la partie basale de la rétine, créant 
ainsi la couche des cellules ganglionnaires (Figure 8, I). Le cône de 
croissance des cellules ganglionnaires immatures longe la membrane 
limitante interne vers la tête du nerf optique pour se diriger ensuite vers sa ou 
ses cible(s) sous-corticale(s). Des données accumulées chez le rat (Rapaport 
et al., 2004), le chat (Walsh et al., 1983) et le singe (Rapaport et al., 1992) 
suggèrent une séquence dans l’émergence des divers sous-types. Ainsi, les 
cellules ganglionnaires qui projettent au CGL et au CS ipsilatéraux semblent 
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avoir tendance à être générées avant celles qui projettent du côté 
controlatéral (Drager, 1985; Reese et al., 1992).  
4.1.2- Phase 2 : une rétine à 4 couches 
Peu après les cellules ganglionnaires immatures, les cellules 
horizontales immatures, les cônes immatures et les cellules amacrines 
immatures commencent à être générées. Les cellules horizontales et les 
cônes immatures restent dans la couche des neuroblastes. Une fois 
différenciées, les cellules horizontales immatures se déplacent radialement 
dans la NBL avec des neurites dirigés vers la partie apicale de la rétine 
(figure 8, II). Les cônes immatures, quant à eux, restent proches de la surface 
apicale, le segment externe devenant clairement visible vers P2 chez la 
souris (Fei, 2003). Vers P4, quelques axones démontrent un début 
d’éléments pré-synaptiques, les pédicules synaptiques devenant 
systématiques et visibles vers P7 (Fei, 2003). Ces cellules atteignent la 
morphologie adulte vers P10 et deviennent complètement matures vers P20 
(Fei, 2003). Il est à noter que le premier photopigment à être exprimé dans la 
rétine n’est pas l’une des opsines des cônes, mais bien la rhodopsine, suivie 
par l’opsine S qui apparait à la naissance chez le rat Brown Norway, puis 
l’opsine M vers P4 (Arango-Gonzalez et al., 2010 et voir pour revue Lukats et 
al., 2005). Bien que l’ordre d’apparition des différents pigments soit maintenu, 
le moment auquel ils apparaissent semblent dépendre de l’espèce et/ou de la 
souche (Szel et al., 1994). 
Dans une étude visant à déterminer l’ordre de naissance des sous-
types des cellules amacrines immatures, Voinescu et al, (2009) ont démontré 
que la longue période de "naissance" des cellules amacrines de E8 à P5, 
chez la souris, était en fait divisée en plusieurs vagues de production des 
différents sous-types. Ainsi, les sous-groupes de cellules amacrines 
GABAergiques sont générés de façon ordonnée et précédent les sous-
groupes glycinergiques qui sont générés plus tardivement. Dans cette étude, 
les auteurs ont établi qu’il existe une forte relation linéaire entre la position du 
50 
 
soma de la cellule amacrine et sa date de naissance. Les cellules générées 
plus tôt ont tendance à occuper la couche des cellules ganglionnaires, alors 
que celles générées plus tardivement se retrouvent dans une partie plus 
distale de l’INL.  
Une fois générées, les cellules amacrines immatures migrent vers la 
partie la plus profonde de la NBL. Lorsqu’elles arrivent près des cellules 
ganglionnaires immatures, les neurites qui entrent en contact avec ces 
dernières sont sélectivement stabilisés alors que les autres se rétractent. Les 
neurites stabilisés s’allongent et se ramifient pour devenir des arbres 
dendritiques dans l’IPL naissante. Les arbres dendritiques des cellules 
amacrines immatures semblent être dirigés vers la partie apicale ou basale 
de l’IPL, où elles sont la cible des cellules ganglionnaires immatures 
(Godinho et al., 2005). Chez les rongeurs, des synapses conventionnelles 
sont développées avec les cellules amacrines à partir de P3 (Olney, 1968; 
Fisher, 1979). 
À cette étape, la rétine est constituée de quatre couches : GCL, IPL, 
un début d’INL et NBL.  
4.1.3- Phase 3 : une rétine complète 
L’étape suivante, en terme de stratification, correspond à l’apparition 
de l’OPL (figure 8, III). Cette couche est initialement composée des neurites 
des cellules horizontales immatures et des premiers contacts synaptiques 
qu’elles forment avec les cônes (Dhingra et al., 1997; Rich et al., 1997; Hack 
et al., 2002) autour P2 chez la souris (Raven et al., 2008). 
Dans la dernière phase, les bâtonnets, les cellules bipolaires et les 
cellules de Müller sont produites. Les cellules bipolaires se différencient à 
partir des cellules progénitrices qui quittent le cycle cellulaire. Les filaments 
de ces cellules forment des collatéraux horizontaux au niveau basal, puis 
apical. Parmi ces collatéraux, ceux qui aboutissent dans l’IPL et l’OPL sont 
sélectivement stabilisés et deviennent respectivement l’axone et les dendrites 
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des cellules bipolaires (Morgan et al., 2006). L’élément postsynaptique des 
cônes, que sont les cellules bipolaires liées aux cônes, rejoint la synapse 
formée par le cône et les cellules horizontales tardivement vers P10 chez les 
rongeurs (Rich et al., 1997; Hack et al., 2002). 
À notre connaissance, une seule étude a établi un ordre dans la 
genèse des cellules bipolaires. Il s’agit de celle de Morrow et al. (2008) qui 
ont démontré que les cellulaires bipolaires liées aux cônes sont générées 
avant celles liées aux bâtonnets. Cette étude explore l’hypothèse selon 
laquelle la différenciation précoce des cellules bipolaires liées aux cônes 
serait due à un élément présynaptique déjà présent (Rapaport et al., 2004) et 
fonctionnel dans une certaine mesure (Rich et al., 1997; Sherry et al., 2003). 
Les bâtonnets sont la dernière classe de cellules rétiniennes à être 
produites. Leur phénotype semble être déterminé par différents facteurs 
environnementaux qui vont soit stimuler ce développement ou les pousser à 
se différencier en un autre type cellulaire tel que les cellules bipolaires, par 
exemple. Ce phénomène n’intervient que préalablement à l’expression de 
protéines spécifiques aux bâtonnets telles que la recoverine et la rhodopsine. 
Il est à noter que les bâtonnets sont identifiables à partir der P5, c’est aussi à 
cette étape que la rhodopsine commence à être produite. 
Par la suite, le développement de la rétine requiert deux étapes 
supplémentaires. La première est celle de la maturation des photorécepteurs 
pour qu’ils soient capables de détecter la lumière, notamment par le 
développement de leurs segments externes et internes. Les segments 
externes des bâtonnets changent assez peu en diamètre pendant leur 
développement. Par contre, ils s’allongent rapidement et à une vitesse 
presque linéaire entre P11 et P17. Ils atteignent la longueur adulte entre P19 
et P25. Chez la souris, cet allongement du segment externe est accompagné 
d’une augmentation presque linéaire de la rhodopsine entre P8 et P23. 
Fonctionnellement, ces changements s’accompagnent d’une augmentation 
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proportionnelle du courant d’obscurité ("dark current") entre P12 et P45 (voir 
pour revue Fu and Yau, 2007). 
La seconde étape concerne la maturation et le raffinement des 
connexions synaptiques entre les différents types neuronaux. Cette dernière 
est notamment modulée, en premier lieu, par l’activité spontanée des cellules 
rétiniennes, puis par l’activité visuelle évoquée après l’ouverture des yeux. 
Dans la rétine interne, l’activité spontanée provenant des cellules bipolaires 
ou amacrines participe à l’établissement de la stratification des cellules 
ganglionnaires ON et OFF au niveau de l’IPL ((Bodnarenko and Chalupa, 
1993; Bodnarenko et al., 1995; Deplano et al., 2004). Les étapes par 
lesquelles les cellules ganglionnaires atteignent leur stratification finale ne 
font pas consensus dans la littérature. Certains auteurs affirment que les 
cellules ganglionnaires étendent d’abord leurs dendrites sur plusieurs sous-
couches avant de réorganiser les arbres dendritiques pour atteindre la 
stratification finale selon un mécanisme dépendant de l’activité neuronale. 
D’autres estiment plutôt que les cellules ganglionnaires dirigent dès le début 
leurs dendrites vers les sous-couches appropriées. Dans une récente étude, 
Kim et al., 2010 réconcilient ces deux écoles en établissant que les cellules 
ganglionnaires atteignent leur stratification finale dans l’IPL selon une 
chronologie spécifique à leur sous-type, directement pour certains et 
indirectement pour d’autres.  
Le développement des cellules de Müller a été récemment décrit par 
Jadhav et al., (2009). Ces cellules émergent des cellules progénétrices de la 
rétine et en gardent de nombreuses caractéristiques moléculaires et 
morphologiques. Au cours du développement de la rétine, la position du 
soma des cellules progénétrices oscille dans la rétine en conjonction avec les 
phases du cycle cellulaire. Après la dernière division, créant les cellules de 
Müller, le soma se stabilise au niveau de la couche nucléaire interne. La 
celllule de Müller immature projette des filaments vers les surfaces apicale et 
basale de la rétine. Le filament apical se rend jusqu’à la membrane limitante 
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externe avec des microvilli qui s’étendent dans l’espace sous rétinien. Le 
filament basal s’étend jusqu’à la membrane limitante interne pour former un 
pied (“endfoot”). Des filaments additionnels s’étendent latéralement à partir 
de la structure radiale de la cellule de Müller pour couvrir le corps cellulaire 
des neurones adjacents et leurs connexions synaptiques. Ces changements 
morphologiques sont accompagnés de changements fonctionnels tels que 
l’expression des canaux potassiques à courant entrant rectifiant (Inward 
rectifying potassium channel – Kir4.1). Pannicke et al. (2002) ont constaté 
une grande augmentation de l’expression et de l’activité de ce canal, qui est 
impliqué dans un des rôles cruciaux de la cellule de Müller, soit le contrôle du 
potassium extra cellulaire (Kofuji et al., 2002). 
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Figure 8 : Différentes phases de développement de la rétine.  
P = photorécepteurs; H = cellules horizontales B = cellules bipolaires; A = cellules amacrines; G = 
cellules ganglionnaires; OLM = membrane limitante externe; ILM = Membrane limitante interne. Figure adaptée 
de (Sernagor, 2006) 
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5- Système des endocannabinoïdes dans la rétine  
5.1- Distribution anatomique des éléments du système des eCBs 
5.1.1- Les enzymes de synthèse et les ligands 
La présence des deux principaux endocannabinoides a été rapportée 
par plusieurs études dans la rétine de porcs adultes (Bisogno et al., 1999; 
Fan and Yazulla, 2007), de rongeurs (Straiker et al., 1999a) et d’humains 
(Chen et al., 2005; Matias et al., 2006). De même, il a été démontré que la 
rétine était capable de produire et de dégrader ces deux endocannabinoides. 
Les quantités de 2-AG rapportées varient entre 1400 et 3000 pmol/g 
(Bisogno et al., 1999; Straiker et al., 1999a; Chen et al., 2005) selon les 
espèces testées. Dans le cas de l’AEA, Straiker et al., (1999a) rapporte une 
absence d’AEA, alors que d’autres auteurs démontrent la présence de 4.5 à 
100 pmol/g selon les espèces (Bisogno et al., 1999; Stamer et al., 2001; 
Nucci et al., 2007). 
Les auteurs qui ont comparé les concentrations de l’AEA et du 2-AG 
s’accordent pour dire que la concentration du second est nettement 
supérieure à celle de l’AEA. Ainsi, chez le bœuf et chez l’humain il y a 25 fois 
plus de 2-AG que d’AEA (Bisogno et al., 1999; Chen et al., 2005). Chez le 
rat, Straiker et al., (1999a) trouvent une concentration de 2-AG de 3000 
pmol/g, mais pas d’AEA. Bien que l’étude de Nucci et al. (Nucci et al., 2007) 
rapporte la présence de 100 pmol/g d’AEA dans la rétine du rat, le rapport 
demeure largement en faveur de 2-AG.  
La capacité de la rétine à produire les endocannabinoides (AEA et 2-
AG) a été rapportée par Matsuda et al., (1997) et la localisation des enzymes 
DAGLα et β – responsables de la synthèse du 2-AG – a été décrite par Hu et 
al., (2010). L’enzyme DAGLα est présente dans les deux couches 
synaptiques de la rétine de la souris. Au niveau de l’OPL, elle s’exprime 
intensément dans les dendrites de cellules bipolaires OFF des cônes de type 
1. Les auteurs soulignent que cette enzyme est aussi présente, mais de 
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façon moins importante, dans les dendrites d’autres cellules bipolaires sans 
en préciser le type. L’enzyme DAGLα est également présente au niveau de la 
couche plexiforme interne. Bien que le type de neurones qui l’exprime ne soit 
pas encore déterminé, les auteurs ont démontré que ce n’était pas dans les 
cellules amacrines GABAergiques, ni dans les neurones qui expriment le 
récepteur CB1.  
Dans la même étude, Hu et al, (2010) ont établi que l’enzyme DAGLβ 
est présente exclusivement dans les vaisseaux sanguins dans la rétine. 
La distribution de l’enzyme NAPE-PLD n’a pas encore fait l’objet de 
d’études. 
5.1.2- Les récepteurs 
5.1.2.1- Le récepteur CB1 
Contrairement à presque toutes les autres protéines du système des 
eCBs, l’expression du récepteur CB1 a été étudiée chez différents animaux et 
par diverses équipes (Buckley et al., 1998; Straiker et al., 1999a; Straiker et 
al., 1999b; Yazulla et al., 1999; Yazulla et al., 2000; Straiker and Sullivan, 
2003; Hu et al., 2010). Ainsi, ce récepteur se retrouve dans la rétine de 
plusieurs espèces, allant du cyprin doré à l’humain. La présence du 
récepteurCB1 au niveau de la rétine a été étudiée à l’aide de techniques 
d’hybridation in situ, de réaction en chaîne par polymérase (RT-PCR) et 
d’immunohistochimie. Buckley et al., (1998) sont les premiers à avoir 
démontré la présence précoce de l’ARNm du récepteur CB1 dans la rétine du 
rat, notamment dans la GCL et l’INL (à partir respectivement de E15 et E20). 
Quelques années plus tard, la présence de ce récepteur durant le 
développement de la rétine est confirmée par Begbie et al., (2004) chez le 
poulet.  
Une étude comparative menée par Straiker et al.,(1999a) a démontré 
la présence de ce récepteur dans la rétine de l’humain, du singe, de la souris, 
du rat, du poulet, de la salamandre et du cyprin doré. La localisation exacte 
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de ce récepteur, dans les différents types cellulaires, rapportée par cette 
étude est décrite dans le tableau ci-dessous. Une deuxième étude menée par 
Yazulla et al., (1999) décrit également l’expression du récepteur CB1 dans la 
rétine du rat albinos adulte (voir tableau ci-dessous). 
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Cellules rétiniennes Données recueillies relatives à la distribution du récepteur CB1 
Photorécepteurs 
-Présence dans le segment interne chez plusieurs espèces.  
-Forte expression dans les pédicules des cônes (Straiker et al., 1999a; Yazulla et al., 1999; 
Yazulla et al., 2000).  
Cellules horizontales 
-Présence dans toutes les espèces étudiées (Straiker et al., 1999a). 
-Présence au niveau de la membrane mais pas les dendrites (Yazulla et al., 1999). 
Cellules bipolaires 
-Absence dans les cellules bipolaires associées aux bâtonnets par immunohistochimie, mais 
validation de la présence du récepteur par électrophysiologie (Straiker et al., 1999a). 
-Présence dans les cellules bipolaires associées aux bâtonnets, au niveau des dendrites, des 
corps cellulaires; des axones chez le rat albinos (Yazulla et al., 1999). 
Cellules amacrines 
-Présence chez toutes les espèces étudiées (Straiker et al., 1999a). 
-Présence dans les cellules amacrines GABAergic PKC-positives (Yazulla et al., 1999). 
-Présence dans cellules amacrines GABAergiques embryonnaires de poulet (Warrier and 
Wilson, 2007). 
IPL 
-Présence chez toutes les espèces étudiées (Straiker et al., 1999a). 
-Présence dans les synapses des cellules bipolaires liées aux bâtonnets (Yazulla et al., 1999). 
-Présence plus importante dans les synapses cellules bipolaires ON que OFF chez le cyprin 
doré (Yazulla et al., 2000). 
Cellules ganglionnaires 
-Présence dans le corps cellulaire et les fibres des cellules ganglionnaires chez toutes les 
espèces, sauf le poisson (Straiker et al., 1999a). 
-Absence dans la couche des cellules ganglionnaires chez le rat albinos (Yazulla et al., 1999), 
mais expression observée chez la souris (Yazulla, 2008). 
-Présence dans le corps cellulaire et les neurites des cellules ganglionnaires chez le rat 
(Lalonde et al., 2006). 
 
Tableau 2 : Distribution du récepteur CB1 dans la rétine 
59 
 
5.1.2.2- Le récepteur CB2 
Les recherches portant sur la localisation de CB2 ont été peu 
nombreuses jusqu’à présent et se résument aux travaux de Buckley et 
al.,(1998), Lu et al.,(2000 ) et Lopez et al.,(2010).  
Buckley et al.,(1998) démontrent par hybridation in situ que CB2 est 
absent de la rétine avant la naissance chez le rat. 
Lopez et al.,(2010), procédant par immunohistochimie, ont détecté la 
présence du récepteur CB2 dans la rétine du rat adulte. Cette expression se 
retrouve notamment dans les couches nucléaires externe et interne ainsi que 
dans la couche des cellules ganglionnaires. En se basant sur la localisation 
des corps cellulaires et leur morphologie, les auteurs suggèrent que le 
récepteur CB2 serait exprimé dans le segment interne des photorécepteurs, 
dans les cellules horizontales, amacrines, amacrines déplacées, ainsi que 
dans les cellules ganglionnaires. Ils indiquent également une expression 
importante du récepteur dans la couche plexiforme interne.  
Lu et al., (2000 ) parviennent à des conclusions comparables en 
utilisant l’hybridation in situ, à l’exception de l’IPL pour laquelle les données 
recueillies n’indiquent qu’une très faible expression. Néanmoins, comme son 
étude porte sur l’ARNm, il est probable que la localisation de celui-ci ne 
prédise pas avec exactitude l’emplacement de la protéine CB2 à l’intérieur de 
la cellule.  
Dans l’ensemble, ces données indiquent la présence du récepteur 
dans la rétine tout en appelant d’autres travaux afin d’en préciser 
l’emplacement.  
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5.1.3- Les enzymes de dégradation 
Jusqu’à présent, trois enzymes de dégradation ont été localisées 
dans la rétine:  
• l’enzyme FAAH, responsable de la dégradation de l’AEA tel 
qu’expliqué auparavant, 
• l’enzyme MAGL, responsable de la dégradation du 2-AG. 
• l’enzyme ABHD6, qui participe également à la dégradation du 2-
AG. 
Deux équipes se sont penchées sur l’expression de l’enzyme FAAH 
dans la rétine des rongeurs. L’équipe du Dr. Yazulla a étudié l’expression de 
cette enzyme chez le rat albinos et la souris. L’équipe du Dr. Straiker a établi 
le patron d’expression de cette enzyme chez la souris pigmentée et albinos.  
La première équipe a localisé cette présence dans la couche des 
photorécepteurs, dans les cellules horizontales ainsi que dans certaines 
cellules bipolaires associées aux cônes. Les cellules amacrines 
dopaminergiques et les synapses des cellules amacrines cholinergiques 
expriment également cette enzyme (Yazulla et al., 1999). Dans cette 
première étude les auteurs ne mettent en évidence la présence de cette 
protéine dans les cellules ganglionnaires des rats albinos. À contrario, en 
2008, ils retrouvent un marquage dans ces cellules chez la souris (Yazulla, 
2008). 
Les travaux de la seconde équipe confirment la présence de FAAH 
dans les photorécepteurs, précisément dans les sphérules des bâtonnets et 
dans une population de cellules bipolaires liées aux cônes. Par contre, ils ne 
notent pas d’expression dans les cellules horizontales. Enfin, ils rapportent 
l’expression de l’enzyme dans les cellules amacrines et les cellules 
ganglionnaires CB1R-positives (2010). 
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Yazulla (2008) s’est également penché sur la distribution globale de 
l’enzyme MAGL. De la photographie reproduite dans son étude, nous 
concluons que la MAGL est exprimée dans les cellules bipolaires ainsi que 
dans certaines cellules ganglionnaires. 
Hu et al.,(2010) nous donnent davantage de détails et localise 
l’expression de l’enzyme au niveau des sphérules des bâtonnets et des 
pédicules des cônes. Ils trouvent également un marquage dans l’IPL selon 
deux strates distinctes qui ne colocalisent pas avec les synapses des cellules 
amacrines GABAergiques. Les cellules ganglionnaires expriment également 
la MAGL. 
En ce qui a trait à ABHD6, l’expression en a été localisée par Hu et 
al.,(2010) dans les certaines cellules amacrines GABAergiques. Ils suggèrent 
également que cette enzyme s’exprimerait dans les cellules ganglionnaires et 
leurs dendrites, ainsi que dans les dendrites des cellules amacrines 
déplacées. 
Une vue d’ensemble de la distribution des différentes protéines du 
système des eCBs est présentée dans le tableau 3. 
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Structures 
rétiniennes 
Enzymes de 
synthèse Récepteur Enzymes de dégradation 
 DAGLα CB1 CB2 FAAH MAGL ABHD6 
Photorécepteurs - + + + - - 
OPL + Pédicule des cônes  
Sphérules des 
bâtonnets 
Synapses des 
photorécepteurs  
Cellules 
horizontales - + + + - - 
Cellules 
bipolaires Type 1 OFF 
Un type de 
cellules 
bipolaires liées 
aux cônes 
- Cellules CBc + - 
Cellules 
amacrines + GABAergiques + 
Dopaminergiques 
et Cholinergiques  GABAergiques
IPL + + + + + + 
Cellules 
ganglionnaires - + + + + + 
 
+ = la protéine est présente,  
- = la protéine n’est pas présente 
 
Tableau 3 : Distribution des protéines du système eCB dans la rétine.
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5.2- Données fonctionnelles 
Dans la partie précédente, nous avons démontré une importante 
présence des éléments du système eCB dans la rétine. Dans la présente 
partie, nous allons nous pencher sur le rôle de ce système dans la fonction 
rétinienne. Il n’existe que peu de données sur la distribution du récepteur 
CB2 et aucune donnée sur son rôle dans la rétine. Nous allons donc 
uniquement décrire les données existantes sur le récepteur CB1. Ces 
données ont été essentiellement recueillies par l’équipe de Yazulla et 
proviennent d’une préparation in vitro sur des cellules de poissons ou 
d’amphibiens. 
5.2.1-Photorécepteurs 
Les effets des eCBs ont été étudiés chez le cyprin doré et la 
salamandre par deux équipes de recherche dans des conditions in vitro.  
Fan et Yazulla (2003) rapportent un effet biphasique de la réponse du 
cône à une exposition au WIN 55212-2, un agoniste des récepteurs 
canabinoides. Ces auteurs mettent donc en évidence une augmentation des 
courants potassique, chlore et calcique dans les cônes lorsqu’ils sont 
exposés à de faibles concentrations de cet agoniste (inférieures à 1 µM). Par 
contre, à des concentrations supérieures, ces courants sont inhibés. Les 
auteurs rapportent également que cette suppression implique la voie de la 
PKA. Ils en concluent qu’à de faibles concentrations de WIN5512-2, le 
récepteur CB1 augmente les courants mentionnés ci-dessus en s’associant à 
une protéine Gs, alors que la diminution de ces courants est induite par son 
association à une protéine Gi/o. 
Straiker et Sullivan (2003) rapportent des données sensiblement 
similaires à celles de Fan et Yazulla (2003). Ils démontrent également que la 
réponse au WIN5512-2 des bâtonnets et des cônes est différente. Les 
courants calciques sont inhibés dans les cônes, mais augmentés dans les 
bâtonnets, alors que les courants potassiques sont diminués dans les deux. 
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Cela amène les auteurs à suggérer que cet effet opposé sur les courants 
calcique et potassique dans les bâtonnets causerait une augmentation de la 
relâche synaptique qui diminuerait la sensibilité rétinienne. 
En 2007, Fan et Yazulla ont démontré une inhibition rétrograde de la 
relâche synaptique au niveau des cônes à partir des cellules bipolaires chez 
le cyprin doré. Par ailleurs, leurs données suggèrent une dépendance au 
calcium de ce mécanisme et que les cellules bipolaires relâcheraient du 2-AG 
à partir de leur dendrite. Cette relâche s’effectuerait par deux mécanismes 
différents : l’un dépendant du voltage, qui serait activé par la dépolarisation 
des cellules bipolaires ON, en réponse à la lumière, et l’autre indépendant du 
voltage, qui impliquerait une activation du récepteur mGluR1. 
Struik et al. (2006) se sont penchés sur l’effet des eCBs sur la 
réponse des cônes à la lumière chez le cyprin doré. L’agoniste au récepteur 
CB1, le WIN55 212-2 n’affecte ni la sensibilité absolue des cônes, ni la 
cinétique du début de la réponse. Ces auteurs ont constaté, en revanche, 
que les cannabinoïdes accéléraient la cascade de désactivation de la 
phototransduction dans le segment externe du cône. Ils en concluent que 
cela aurait pour conséquence de raccourcir le temps de récupération après 
des flash intenses et pourrait même causer une augmentation de la 
sensibilité au contraste. 
5.2.2- Cellules bipolaires 
Straiker et al., (1999a) ont démontré que l’agoniste WIN55212-2 des 
récepteurs aux cannabinoïdes inhibait les courants calciques provenant des 
canaux calciques de type L dans les cellules bipolaires de la salamandre.  
Par ailleurs, Yazulla et al., (2000) ont établi que les courants 
potassiques étaient inihibés dans les cellules bipolaires ON suite à 
l’exposition à l’agoniste WIN55 212-2. 
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5.2.3- Cellules inhibitrices 
L’activation du récepteur CB1 cause une augmentation de la relâche 
synaptique spontanée dans certaines cellules amacrines GABAergiques 
embryonnaires. Ceci se fait par un mécanisme dépendant de l’AMPc et 
indépendant du calcium (Warrier and Wilson, 2007). 
5.2.4- Cellules ganglionnaires 
L’activation du récepteur CB1 cause une diminution des courants 
calciques dans les cellules ganglionnaires et ainsi diminue l’excitabilité de ces 
cellules (Lalonde et al., 2006). 
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Objectifs 
 
L’implication du système des endocannabinoïdes dans le 
développement neuronal dans certaines structures cérébrales, a été 
largement démontrée par plusieurs équipes de chercheurs. Cependant, il 
n’existe que peu de recherches sur le rôle des endocannabinoïdes dans le 
développement rétinien.  
Dans ce cadre, la présente recherche a pour objectif général d’une 
part, d’établir la distribution spatio-temporelle de certains éléments du 
système des endocannabinoïdes durant le développement rétinien et d’autre 
part, de déterminer si cette distribution soutient l’hypothèse d’un rôle dans le 
développement de la rétine. Pour ce faire, nous avons utilisé plusieurs 
approches en particulier l’étude anatomique des tissus rétiniens et la biologie 
moléculaire. Nous avons utilisé des techniques d’immunohistochimie, de 
microscopie confocale et d’immunobuvardage. Le but étant plus 
particulièrement de caractériser la distribution spatio-temporelle du récepteur 
CB1 et de l’enzyme FAAH durant le développement post-natal de la rétine du 
rat.  
Article 1 : Expression du récepteur CB1 dans la rétine durant le 
développement 
Cette étude vise principalement à déterminer dans quels types 
cellulaires et à quel moment le récepteur CB1 s’exprime dans la rétine du rat 
en développement. L’hypothèse de cette étude est que la distribution du 
récepteur CB1 varierait en fonction de l’âge. En particulier il serait présent 
dans certaines cellules durant le développement du rat, mais absent de ce 
même type cellulaire chez l’adulte. Cette redistribution indiquant une 
implication dans un ou plusieurs mécanismes de développement. 
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Article 2 : Expression de l’enzyme FAAH dans la rétine durant le 
développement 
Étant donné le rôle clé joué par l’enzyme FAAH dans la régulation de 
l’activité du récepteur CB1, nous avons également étudié sa distribution 
durant le développement de la rétine. L’hypothèse de cette étude est que la 
distribution de l’enzyme FAAH varierait en fonction de l’âge. En particulier, 
elle serait présente dans certaines cellules durant le développement du rat, 
mais absente de ce même type cellulaire chez l’adulte. Cette redistribution 
indiquant une implication dans un ou plusieurs mécanismes de 
développement. 
Article 3 : Le rôle fonctionnel des récepteur CB1 et CB2 dans la rétine de la 
souris adulte 
Cette étude porte sur l’effet fonctionnel de l’élimination du récepteur 
CB1 ou CB2 dans la rétine adulte de la souris. Pour y parvenir, nous avons 
utilisé des techniques d’électrorétinogramme (ERG) pour mesurer la réponse 
de la rétine chez des souris transgéniques (cnr1-/- ou cnr2-/-) et des souris de 
souche sauvage. Par ailleurs, nous avons eu recours à des méthodes 
d’immunohistochimie pour déterminer la répartition du récepteur CB2 et pour 
vérifier l’intégrité des rétines des souris transgéniques. L’hypothèse de cette 
étude était que l’élimination du récepteur CB1 causerait une modification de 
la réponse rétinienne et une adaptation anormale. Nous avons également 
voulu déterminer si le récepteur CB2 avait un rôle physiologique dans la 
rétine de la souris. 
 
 
 Article 1  
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Abstract 
Cannabinoid receptor type 1 (CB1R) participates to 
developmental processes in the central nervous system (CNS). The 
rodent retina represents an interesting and valuable model to study 
CNS development, because it contains well identified cell types with 
clearly established and distinct developmental timelines. Very little is 
known about the distribution or function of CB1R in the developing 
retina. In this study, we investigated the expression pattern of CB1R 
in the rat retina during all stages of postnatal development. Western 
blots were performed on retinal tissue at different time points 
between P1 and adulthood. In order to identify the cells expressing 
the receptor and the age at which this expression started, 
immunohistochemical co-stainings were carried out for CB1R and 
markers of the different cell types comprising the retina. CB1R was 
already present at P1 in various cell types i.e. ganglion, amacrine, 
horizontal and mitotic cells. In the course of development, it 
appeared in cone photoreceptors and bipolar cells. For some cell 
types (bipolar, Müller cells and some amacrine cells), CB1R was 
transiently expressed, suggesting a potential role of this receptor in 
developmental processes, such as migration, morphological 
changes, sub-identity acquisition and patterned retinal spontaneous 
activity. Our results also indicated that CB1R is largely expressed in 
the adult retina (cone photoreceptors, horizontal, most amacrine and 
retinal ganglion cells), and may therefore contribute to retinal 
functions. Overall these results indicate that, as shown in other 
structures of the brain, CB1R could play an instrumental role in the 
development and function of the retina. 
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Introduction 
In the last two decades, there has been an increased interest 
in the physiological role of the endocannabinoid system and its main 
comprising receptors, cannabinoid receptor types 1 (CB1R) and 2 
(CB2R). CB1R has been predominantly studied, relative to CB2R, 
because of its ubiquitous presence in the central nervous system 
(CNS), including the retina (Herkenham, 1991; Mailleux et al., 1992; 
Westlake et al., 1994; Buckley et al., 1998; Straiker et al., 1999; 
Yazulla et al., 1999; Cravatt et al., 2001; Leonelli et al., 2005; 
Lalonde et al., 2006; Nucci et al., 2007; Warrier and Wilson, 2007). 
This receptor is a member of the superfamily of G protein-coupled 
receptors and is linked to Gi/oα proteins. These proteins inhibit most 
adenylyl cyclases and regulate calcium and potassium ion channels 
(see Turu and Hunyady, 2009 for review on CB1R signal 
transduction pathways).  
Some constituents of the endocannabinoid system - i.e. 
ligands, synthesizing and degradative enzymes and receptors - were 
found in different retinal cell types in several species, from fish to 
primates (Buckley et al., 1998; Straiker et al.,1999; Yazulla et al., 
1999; Leonelli et al., 2005; Lalonde et al., 2006; Nucci et al., 2007; 
Warrier and Wilson, 2007 and see Yazulla, 2008 for review). For 
instance, in adult rodents, both CB1R and the enzyme fatty acid 
amide hydrolase (FAAH, responsible for hydrolyzing the CB1R ligand 
- Deutsch and Chin, 1993; Cravatt et al., 2001; McKinney and 
Cravatt, 2005) are expressed in cone photoreceptors (Straiker et al., 
1999; Yazulla et al., 1999), bipolar (Yazulla et al., 1999), amacrine 
(Yazulla et al., 1999; Warrier and Wilson, 2007) and retinal ganglion 
cells (RGCs – Straiker et al., 1999; Yazulla et al., 1999; Lalonde et 
al., 2006; Yazulla, 2008). Activation of CB1R can modulate ion 
currents in retinal cells of adult animals, suggesting the involvement 
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of the endocannabinoid system in retinal processing (Straiker et al., 
1999; Yazulla et al., 2000; Fan and Yazulla, 2003; Struik et al., 2006; 
Fan and Yazulla, 2007). 
Most studies on CB1R expression were conducted in the 
retina of adult animals, and very little is known on its presence and 
role(s) in the developing retina. The paucity of information regarding 
CB1R expression in developing retinas is surprising given that 
endocannabinoids and their receptors are expressed very early in the 
CNS (embryonic day 13, Buckley et al., 1998) and are generally 
considered to play a role in developmental processes. Indeed, 
several lines of evidence indicate that endocannabinoids are involved 
in neurogenesis (Aguado et al., 2005; Galve-Roperh et al., 2006; Hill 
et al., 2006; Harkany et al., 2008), axonal elongation (Williams et al., 
2003; Berghuis et al., 2005; Berghuis et al., 2007) and probably in 
synaptogenesis (Kim and Thayer, 2001; Galve-Roperh et al., 2006; 
Berghuis et al., 2007; Gomez et al., 2007; Fride, 2008). To our 
knowledge, only three studies specifically investigated the 
endocannabinoid system in the retina of immature animals. In the 
embryonic chick retina, Leonelli et al. (2005) reported an early 
expression of the receptor in the retinotectal pathway while Warrier 
and Wilson (2007) demonstrated a modulatory role of CB1R in the 
spontaneous release of GABA in cultured amacrine cells. The third 
report revealed that activation of CB1R modified the excitability of 
cultured rat RGCs (Lalonde et al., 2006). These findings indicate that 
CB1R is present and functional early on at the retinal level. 
In this study, we investigated the expression pattern of CB1R 
in the retina of young and adult rats. The rodent retina represents a 
valuable model to study development because it contains several cell 
types with well established and distinct developmental timelines 
(Rapaport et al., 2004). The specific aim was to determine the 
developmental profile of CB1R expression for each of the main 
73 
 
retinal cell types, from birth to adulthood. Part of this work was 
presented in abstract form (Zabouri N, 2007; 2008). 
 
 
Materials and methods 
Animals 
Gestating or non-gestating adult Long Evans rats were 
obtained from Charles River (St-Constant, QC) and maintained on a 
12-hours light/dark cycle. All procedures were in accordance to the 
guidelines set out by the Canadian Council on Animal Care and NIH 
guidelines for the care and use of laboratory animals, and were 
approved by the ethics committee on animal research of the 
Université de Montréal. Three to seven pups from at least three litters 
were used at very age for each co-labeling. 
 
Tissue Preparation 
The animals were sacrificed at various ages, namely: P1, 3, 5, 
7, 9, 11, 13, 15, 21, 30, 45 and adults (≥ P60). Rats were deeply 
anesthetized either by hypothermia (pups younger than P5) or 
through excess of isoflurane inhalation. One eye was immediately 
removed for Western blot analysis. The retina was dissected on ice, 
promptly frozen and kept at -80°C until further processing. 
Simultaneously, a transcardiac perfusion was conducted with 
phosphate buffered 0.9% saline (PBS, 0.1M, pH 7.4), followed by 
phosphate-buffered 2% paraformaldehyde (PFA), until the head was 
lightly fixed. The nasal part of the second eye was marked with a 
suture and removed. Two small holes were made in the cornea, prior 
to a first post-fixation in 2% PFA for a period varying between 1h30 
and 2h, depending on the size of the eye. The cornea and lens were 
then removed and the eyecups post-fixed for l0 to 30 minutes in 2% 
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PFA. The degree of fixation was reduced to preserve the antigenicity 
of CB1R. The eyecups were washed in PBS, cryoprotected in 30% 
sucrose overnight, embedded in HistoPrep tissue Embedding Media 
(Fisher Scientific, Ottawa, ON), flash frozen and kept at -80°C until 
processing. 
Sections (14µm thick) were cut with a cryostat (Leica 
Microsystems, Exton, PA) starting at the nasal pole and placed on 
gelatin/chromium (Double frosted microscope slides, Fisher 
Scientific, Ottawa, ON) or poly-L-Lysine (Sigma-Aldrich, Oakville, 
ON) coated slides. The latter were used only when heating the 
samples was necessary for antigen retrieval. 
 
Subcellular fractionation and Western blot 
Subcellular fractionation 
Freshly dissected retinas from adult rats were homogenized 
and divided into nuclear, cytoplasmic and membrane fractions with 
Nuclear Extract Kit (Active Motif, California, USA), which was 
successfully used on retinal tissue by Leu and Ouyang (2006). In 
brief, retinas were homogenized, then successively incubated, 
vortexed and centrifuged in detergent-containing hypotonic buffer, 
complete lysis buffer, and then RIPA buffer (Barker and Shooter, 
1994). A protease inhibitor mixture (Aprotinin, Leupeptin, Pepstatin - 
1:1000 - and Phenylmethylsulfonyl fluoride - 0.2 mg/ml -; Roche 
Applied Science, Laval, QC) was added to the buffers. Between each 
incubation, the supernatant, comprising the cytoplasmic, the nuclear 
or the membrane fractions was removed and stored at -80°C until 
use. The insoluble pellet was then resuspended in inch buffer 
described above until all fractions were collected. Protein contents 
were equalized using a BCA Protein Assay kit (Thermo Scientific 
Pierce BCA Protein Assay Kit, Fischer scientific, Ottawa, ON). Thirty 
micrograms of protein/sample of the homogenate, cytoplasmic, 
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nuclear, and membrane, and fractions were resolved on a 10% SDS-
polyacrylamide gel electrophoresis, transferred onto a nitrocellulose 
membrane filter (BioTrace NT, Life sciences, Pall Corporation, 
Pensacola, Florida, USA), blocked for 1h in 5% skim milk (Carnation, 
Markham, ON) in TBSTwestern (0.15 M NaCl, 25 mM Tris–HCl, 25 mM 
Tris, 0.5% Tween-20) and incubated overnight with the primary 
antibodies, namely: anti-CB1R, anti-GAPDH, anti-NR2E3 and anti-
GluR1. The last three antibodies were used to ensure the proper 
separation of the cytosol (Haque et al., 2008), the nuclei (Kanda and 
Swaroop, 2009) and the membranes (Xue et al., 2001), respectively. 
The following day, the blot was exposed to the appropriate 
secondary antibody conjugated to horseradish peroxidase (1:5000; 
Jackson Immunoresearch Laboratories, West Grove, PA) in blocking 
solution for 2h. Detection was carried out using homemade ECL 
Western blotting detection reagents. Then membrane was air-
stripped, reblocked and exposed to a second primary antibody, until 
all proteins of interest were tested. 
 
Evolution of CB1R overall expression in time, analyzed by Western 
blot  
Retinas were homogenized by hand using a sterile pestle in 
RIPA lysis buffer, supplemented with a protease inhibitor mixture. 
Samples were then centrifuged at 4°C for 10 min and the 
supernatant was extracted and stored. Protein contents were 
equalized as previously described. Thirty micrograms of 
protein/sample were resolved in a 10% SDS polyacrylamide gel 
electrophoresis, transferred onto a nitrocellulose membrane, blocked 
for 1h and incubated overnight with one of these primary antibodies: 
rabbit anti-CB1R, rabbit anti-FAAH and rabbit anti-NAPE-PLD, rabbit 
anti-DAGLα and mouse anti-GAPDH in blocking solution. The latter 
antibody was used to ensure the proper equalization and loading of 
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all samples, the protein usually used for this – β-actin- was deemed 
inappropriate as it varies during development (Weinberger et al., 
1996; Micheva et al., 1998). 
Densitometric analysis was performed using Scion Image 
software (version 4.03) on scanned films obtained from a series of 
three independent Western blots, each performed with retinal 
samples from distinct experimental groups. 
 
Immunohistochemistry 
Double-label immunohistochemistry 
Sections were washed in buffered saline (phosphate 0.1M, 
0.9% based saline were used), post-fixed for 5 minutes in a 70% 
solution of ethanol, rinsed in 0.03% Triton X-100 buffered saline and 
blocked in 10% normal donkey serum (NDS, Jackson 
immunoresearch laboratories, West Grove, PA) and 0.5% Triton X-
100 in buffered saline for 1h. The sections were then co-incubated 
overnight in rabbit anti-CB1R solution with one of the following 
antibodies tagged as mouse and directed against: protein kinase C 
alpha (PKCα), syntaxin, glutamine synthetase (GS), Brn3 or 
proliferating cell nuclear antigen (PCNA). For the latter antibody, the 
buffer used consisted of a Tris 0.05M, 0.9% based saline. The 
sections were then washed in buffered saline, blocked for 30 minutes 
and incubated for 1h with secondary antibodies: Alexa donkey anti-
rabbit 555 for CB1R and Alexa donkey anti-goat or mouse 488 for 
cell type markers (Molecular Probes, Eugene, OR). After washes, the 
sections were mounted with a homemade Dabco-PVD mounting 
media (Ono et al., 2001). 
Immunostaining of Brn3 required an antigen retrieval and 
amplification protocols where the sections were incubated at 37°C for 
30 min in a 0.06% CaCl2 solution. After several washes, they were 
incubated in citric buffer (0.1M, pH=6.0) at 80°C for 1h, and then 
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allowed to cool to room temperature before proceeding with the rest 
of the protocol as previously described. A biotinylated anti-goat 
secondary was used (Jackson immunoresearch laboratories, West 
Grove, PA), followed by 2h incubation in an avidin-biotin-peroxidase 
complex (ABC; Vectastain ABC Elite kit; Vector Laboratories, 
Burlingame, ON) to ensure proper amplification of the signal. The 
latter was revealed with streptavidin coupled to fluorescein 
isothiocyanate (FITC, 1:200; Jackson immunoresearch laboratories, 
West Grove, PA). All dilution factors for the antibodies, the 
immunogens and the provenance of antibodies are provided in 
Table1. 
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Antibody Immunogen Dilution Host Company 
CB1R 
A fusion protein containing the sequence 
MKSILDGLADTTFRTITTDLLYVGSNDIQYEDIKGDMASKLGYFP
QKFPLTSFRGSPFQEKMTAGDNSPLVPAGDT of rat CB1R. 
H : 1/150 
W: 1/1000 Rabbit 
C1233, Sigma-Aldrich; 
Oakville, ON 
FAAH Synthetic peptide from rat FAAH containing the sequence ELCLRFMREVEQLMTPQKQPS. W: 1/500 Rabbit 
101600, Cayman Chemical, 
Ann Arbor, MI 
NAPE-PLD Synthetic peptide from mouse NAPE-PLD containing a sequence the QSPAPSYQYPKETL. W: 1/3000 Rabbit 
NB110-80070, Novus 
Biologicals, Littleton, CO 
DAGLα The protein sequence CPAKQDELVISAR from the C terminus of human DAGLα. W: 1/2000 Rabbit 
IMG-30833, imgenex 
corporation, San Diego, CA 
GAPDH The full length rabbit muscle GAPDH protein. W: 1/20 000 Mouse 
G8795, Sigma-Aldrich; 
Oakville, ON 
NR2E3 The full length recombinant protein. W 1/500 Rabbit AB2299, Chemicon,Temecula, CA 
GluR1 The C-terminus peptide sequence SHSSGMPLGATGL from the rat protein. W: 1/1000 Rabbit 
AB1504, Chemicon,Temecula, 
CA 
Recoverin The full length recombinant human recoverin. H: 1/2000 Rabbit AB5585, Chemicon,Temecula, CA 
Cone 
transducin 
(Gαt2) 
A synthetic peptide containing sequence IDYAEVSCVD from 
bovine retina. H: 1/200 Rabbit 
Sc-390, Santa Cruz 
Biotechnology, Santa Cruz, CA
Syntaxin, 
Clone HPC1 Synaptosomal plasma fraction of rat hippocampus. H: 1/500 Mouse 
S0664, Sigma-Aldrich; 
Oakville, ON 
PKC  
Clone H7 
A synthetic peptide containing sequence 
DFEGFSYVNPQFVHPILQSSV from the human protein* H: 1/500 Mouse 
Sc-8393, Santa Cruz 
Biotechnology, Santa Cruz, CA
GS  
(Clone GS-6) The full protein purified from sheep brain. H: 1/3000 Mouse 
MAB302, Chemicon, 
Temecula, CA 
Brn3 C-13 Synthetic sequence RQKQKRMKYSAGI from the human Brn3b protein (Poche et al., 2008). H: 1/500 Goat 
Sc-6026, Santa Cruz 
Biotechnology, Santa Cruz, CA
PCNA, 
Clone PC10 
Synthetic peptide containing sequence LVFEAPNQEK (Ino and 
Chiba, 2000). H: 1/500 Mouse M0879, Dako 
*Based on the sequencing of the blocking peptide by Tandem Mass Spectrometry 
  H: immunohistochemistry; W: Western blot. 
 
Table 1: Antibodies  
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Sequential co-labeling immunohistochemistry 
For these experiments, the sections were labeled in a serial 
manner. The exposition to the first primary antibody was conducted 
as previously described, followed by incubation for 1h in a goat anti-
Fab fragment (Brandon, 1985 - Jackson immunoresearch 
laboratories, West Grove, PA). This allowed us to tag the first primary 
antibody as a goat rather than a rabbit. The sections were revealed 
with a secondary Alexa donkey anti-goat 488. Following that, they 
were exposed to a second primary antibody overnight, the latter 
revealed with an Alexa donkey anti-rabbit 555 the following day. This 
type of immuno-staining has been previously used on retinal tissues 
by Sherry (2003) as well as others. The markers that required this 
type of protocol were rabbit anti-recoverin (McGinnis et al., 1992a; 
McGinnis et al., 1997) and anti-cone-transducin (Johnson et al., 
2001), co-labeled with rabbit anti-CB1R. 
 
Antibody characterization 
The antibodies used against the proteins comprising the 
endocannabinoid system studied here (NAPE-PLD, DALGα, CB1R 
and FAAH) were not characterized before. Consequently, we tested 
their specificity by western blot using adult rat retina lysates. The full 
lane of immunoblot analyses are presented in panel A of Figure 1.  
The anti-NAPE-PLD yielded a double band at around 50kDa. 
The anti-DAGLα reacted with a single band at 120kDa as described 
by the manufacturer and other authors (Suarez et al., 2008; Gao et 
al., 2010; Suarez et al., 2010).  
The anti-CB1R reacted with a robust band at 53kDa and 
several very light ones below. This could either be due to the 
presence of several isoforms of the protein or to some degradation 
bands. Yazulla et al. (1999) reported the presence of a larger band at 
160kDa and interpreted it as a dimer of CB1R in albino rats. We did 
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not observe this band with retinal homogenates from Long Evans 
rats. However, we did observe this band with mice homogenates 
(data not shown). This indicates that the presence of CB1R dimmers 
may be species and/or strain specific.  The specificity of the CB1R 
antibody was also verified by immuno-labeling retinal tissue where 
the cnr1 gene – the gene encoding for CB1R has been deleted (cnr1-
/- - Marsicano et al., 2002). These samples were generously provided 
by Dr Beat Lutz.  
To ensure the closest possible match between wild type and 
cnr1-/- C57BL/6J mice, Dr Lutz provided tissue from both wild type 
and knockout animals. Sections from both samples were processed 
together during the same experiment; pictures were taken under the 
same exact conditions and off-line processing was identical. The 
results are shown in panels B and C of Figure 1. The CB1R staining 
in wild type animals yields a clear signal throughout the retina (panel 
B), while no staining was visible in the knockout, with the exception 
of some feeble immunofluorescence in the GCL (panel C). We do not 
know whether it is due to remnants of the CB1R protein containing 
the epitope or to some non-specific staining. However, the intensity 
of immunoreactivity is extremely low when compared to that 
observed in wild type animals and can therefore be considered as 
negligible.  
The antibody reacting with FAAH yielded a dense band at 
about 66kDa and a very light one below 37kDa. The other antibodies 
used have been previously characterized by others. NR2E3 protein is 
a photoreceptor-specific nuclear receptor that belongs to the nuclear 
hormone receptor superfamily of ligand-modulated transcription 
factors (Kobayashi et al., 1999). The antibody rabbit anti-NR2E3 
(Chemicon) reacts with a major double bond at about 44kDa 
(manufacturer's technical information). This specific antibody was 
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used by Leu and Ouyang (2006) as a control for their retinal 
fractionation experiment. 
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Figure 1: A: Immunoblots of NAPE-PLD, DAGLα, CB1R and FAAH 
immunoreactivities in the rat retina. B and C: CB1R immunoreactivity 
in the retina of a wild type and a cnr1-/- mice D-L: Cone-transducin 
(D, G and J), CB1R (E, H and K) signals and their overlay (F, I and L) 
for the complete sequential protocol (panels D-F), for the control 
where the second primary antibody was omitted (panel G-I) and for 
the control where the first secondary and second primary antibodies 
were omitted (panel J-L).  
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GluR1 is expressed at the cell membrane and was used as a 
control for the proper separation of membranes during fractionation. 
Rabbit anti-GluR1 (Chemicon) was reported to react with the 
appropriate band at about 110kDa by Nicholson and Geinisman 
(2009). 
The mouse anti-GAPDH (Clone GAPDH-71.1, Sigma) reacted 
with a single band at about 37kDa. 
The protein PKCα is specifically expressed in rod bipolar cells 
and dopaminergic amacrine cells (Negishi et al., 1988) Mouse anti-
PKCα (H7, Santa Cruz biotechnology was shown to exclusively 
recognize rod bipolar cells (Gaillard et al., 2008). These authors as 
well as others also reported that this antibody recognizes PKCα, a 
80kDa protein (Nagar et al., 2009). The staining pattern we observed 
was similar to that reported in previous studies (Negishi et al., 1988; 
Ghosh et al., 2004; Gaillard et al., 2008; Morrow et al., 2008). 
The protein syntaxin-1 was recognized as a specific marker of 
retinal amacrine and horizontal cells by several research teams 
(Barnstable et al., 1985; Nag and Wadhwa, 2001; Hirano et al., 2005; 
Li et al., 2010). Mouse anti-syntaxin (HPC-1; sigma) was recognized 
syntaxin-1, a 35kDa protein, from hippocampal, retinal and cortical 
neurons (Inoue et al., 1992). The staining pattern observed in the 
present study was similar to that formerly reported (Li et al., 2004; 
Voinescu et al., 2009). 
The expression of glutamine synthetase in Müller cells was 
demonstrated by Riepe and Norenburg (1977). Chang et al, (2007) 
established that the mouse anti-GS antibody (Clone GS-6, 
Chemicon) was reacted with a single 45kDa protein in adult retinal 
tissue. The staining obtained with this antibody was comparable to 
that published elsewhere (Hojo et al., 2000; Gargini et al., 2007; Kim 
et al., 2008) 
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PCNA was chosen as a neuroblast and mitotic cell marker 
because it provides the least false positive and negative 
immunolabeling of neuroblasts and mitotic cells in the retina (Barton 
and Levine, 2008).The specificity of this mouse anti-PCNA (Clone 
PC10, Dako) was fully characterized by Waseem and Lane (1990) 
and others (Ino and Chiba, 2000); it recognized a single band at 
36kDa.  
  Anti-Brn3 was used to identify retinal ganglion cells. The Brn3 
antibody (Clone C-13, Santa Cruz Biotechnology) specifically 
recognizes three bands in Western blot corresponding to the three 
Brn3 family members, Brn3a at 53 kDa, Brn3b at 51kDa, and Brn3c 
at 42kDa (manufacturer's technical information). Its specificity for 
ganglion cells was demonstrated by Pan et al., (2005). The staining 
pattern obtained in the present study is similar to that found by others 
(Pan et al., 2005; Quina et al., 2005; Elshatory et al., 2007; Poche et 
al., 2008 
A number of laboratories showed that recoverin is expressed 
in a subset of bipolar cells (Milam et al., 1993; McGinnis et al., 1997; 
Haverkamp and Wassle, 2000; Haverkamp et al., 2003). The 
immunoreactivity obtained in our study with the rabbit anti-recoverin 
antibody revealed a pattern of recoverin immunoreactivity identical to 
that described in the mouse retina (Haverkamp et al., 2003; Gargini 
et al., 2007; Acosta et al., 2008). This antibody (Chemicon) 
recognized a single 26kDa band (manufacturer's technical 
information), in accordance to the reported size of recoverin (Yan 
and Wiechmann, 1997). 
Rabbit anti-cone transducin-α subunit (Santa Cruz 
Biotechnology) was used to identify cone photoreceptors. The 
specificity of this antibody was confirmed by pre-adsorption and 
western blot studies (Coleman et al., 2004); it recognizes a single 
band at 46kDa. 
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Validity of the sequential labeling 
Validity of the sequential staining was verified for 
CB1R/Recoverin and CB1R/Cone-transducin co-labeling with two 
controls: 1) the second primary antibody was omitted yielding a 
strong staining with the goat secondary 488 but no staining with 
rabbit secondary 555; 2) The first secondary and second primary 
antibodies were omitted, yielding no signal for the goat secondary 
488 and some low residual signal for the rabbit secondary 555. An 
example is presented in panels D-L of Figure 1 for CB1R and cone-
transducin immunolabeling. The first line (Panels D-F) shows the 
immunostaining with complete protocol: clear signals for both cone-
transducin (D) and CB1R (E) can be seen and this co-labeling shows 
that CB1R and cone-transducin signals overlap considerably (F). The 
second line (Panels G-I) illustrates the result of the first control for the 
same co-immunolabeling. As expected, there is a clear signal for 
cone-transducin (G and I) while very little staining for CB1R is visible 
(H and I). The last line (Panels J-L) presents the results for the 
second control where there is very little staining for both cone-
transducin (J and L) and CB1R (K and L). Thus, these control data 
demonstrate that the sequential Fab fragment protocol remains 
specific even when there is a lot of overlap between two proteins. 
 
Confocal microscopy 
Pictures of the central retina (within 200µm of the optic nerve 
head) and the periphery were taken with a Leica TCS SP2 laser 
scanning confocal microscope (Leica Microsystems, Exton, PA), with 
a 40X objective. Matching images were captured in the Alexa fluo 
555/546 and Alexa fluo 488/FITC channels at a definition of 
2048*2048 pixels, pseudo colored, merged and exported using Leica 
LCS software (version 2.61). Throughout this study, retinal cell 
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markers are always presented in green while CB1R is shown in red. 
The images were taken sequentially to ensure no ‘bleed-through’ 
between channels. Images were selected to illustrate representative 
findings of the immunostaining at all ages studied. Pictures were 
psedocolored in magenta with Adobe Photoshop (CS4). Contrast and 
brightness were adjusted when necessary using the same software. 
No differences were observed in the CB1R expression 
between the center and the periphery of the retina, with the exception 
of the expected delay in development (Rapaport et al, 2004 and see 
Malicki, 2004 for review). Consequently, only pictures of the central 
retina are presented in the Result section. 
When the co-expression of CB1R and retinal cell markers was 
ambiguous, the presence or absence of co-labeling was 
demonstrated by taking z-stacks with optimized steps. This allowed 
the visualization of the cells in the X-Y, X-Z and Y-Z axes, thereby 
confirming the expression or the lack of CB1R in specific cell types. 
An example of such analysis is shown in panel U of figure 6. 
 
Results 
Temporal and spatial patterns of expression of CB1R and 
associated enzymes 
Western blot analysis 
We investigated the temporal pattern of expression of four 
elements of the endocannabinoid system in the retina by evaluating 
the total amounts of CB1R, endocannabinoids synthesizing and 
degradative enzymes (NAPE-PLD, DAGLα and FAAH, respectively) 
at various postnatal time points from P1 to adult. Representative 
examples of each protein expression across the different ages are 
presented in panel A of figure 2. The lower blot shows the expression 
of the protein GAPDH and demonstrates equal loading in all lanes. 
The averaged measures ± SEM, evaluated as the optical densities 
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(OD) of the bands, of CB1R, NAPE-PLD, DAGLα and FAAH are 
shown in panels B, C, D and E of Figure 2, respectively. All those 
proteins varied across development, but have different expression 
pattern. CB1R expression was fairly stable during the first two weeks. 
At the end of the second week, there was a sharp increase in the 
expression that reached a plateau at P19 and remained stable 
throughout the next developmental stages (P19, 21, 30, 45 and adult 
are significantly different from P1, Dunnett test, p≤ 0.05). The 
synthesizing and degradative enzymes did not exhibit the same 
pattern as CB1R. The NAPE-PLD expression was decreased at P21 
and reached a plateau at P30 (NAPE-PLD levels at P30 and P45 are 
significantly different from P1, Dunnett test p≤ 0.05). DAGLα 
expression remained stable until P13, at which point it started to 
decrease reaching a minimum level at P45 (DAGLα levels at p45 are 
significantly different from P1, Dunnett test p≤ 0.05). The decrease in 
DAGLα concentration was extensive as it dropped by about half the 
amount measured at P1. On the other hand, the concentration of 
FAAH decreased over the first week of life reaching a minimum at P9 
(its level is significantly different from P1, Dunnett test p≤ 0.05). This 
was followed by an increase in FAAH concentration during the 
second and third weeks, reaching a maximum at P15 (FAAH: P15, 
P19, and adult levels are significantly different from P1, Dunnett test, 
p≤ 0.05).  
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Figure 2: Representative examples of CB1R, NAPE-PLD, DAGLα, 
and FAAH expression during retinal development (A). Averaged 
variations of CB1R (□ B), NAPE-PLD (■ C), DAGLα (■ D) and FAAH 
(■ E) during retinal postnatal development and maturation as 
measured by Western blot analysis. Specific bands were seen at 
around 53kDa for CB1R, 46kDa for NAPE-PLD, 120kDa for DAGLα 
and 66kDa for FAAH. Retinas were collected from rats between P1 
and adult. The quantifications were performed on three different sets 
of samples and mean optical densities±SEM in arbitrary units (a.u.) 
are presented for each age group. The statistical differences were 
assessed using a Dunnett test, * indicates a significant change 
compared with P1 (p≤0.05) 
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Immunohistochemistry 
 At birth, the retina is characterized by a neuroblast layer, 
plexiform and ganglion cell layers (NBL, IPL and GCL respectively). 
CB1R was already present: it was strongly expressed in the deepest 
and most superficial parts of the NBL, as well as in distinctive 
roundish cells located in the upper part of the NBL (Panel A, Figure 
3). The remaining parts of the NBL and the IPL showed some 
fluorescence, although it was not very pronounced. CB1R was 
strongly expressed in the GCL. A similar pattern of expression was 
observed at P3 (Panel B). 
 Starting at P5, some photoreceptors in the forming ONL were 
immuno-positive for CB1R. Based on their small number, these cells 
were suspected to be cones (Panels C-D, Figure 3). A wave of CB1R 
expression appeared in the forming INL (Panel C), reaching the most 
superficial part of this layer between P7 and P9 (Panels D and E). 
This expression was of lower intensity than that of fully differentiated 
neurons located within the same layer. Around P7, there was also 
some immuno-fluorescence in the IPL and the forming OPL (Panel 
D). 
 By P9, CB1R was found in the outer segment of cones as well 
as their cell bodies, axons and synaptic pedicles (Panel E, Figure 3), 
the latter accounting for the most intense immuno-labeling in the 
OPL. CB1R was also present in cells equally distributed just below 
the forming OPL, a pattern suggestive of horizontal cells. By P11, 
CB1R expression started to decrease and become more diffuse in 
the upper part of INL (Panel F, Figure 3). In the IPL, the receptor 
expression increased, reaching a peak between P7 and P11, after 
which it decreased and remained stable over the rest of the period 
we studied. 
 By eye opening (P12-14), the retinal structure is basically 
complete, albeit still immature. During the weeks following eye 
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opening, there are several processes of maturation occurring, 
including synapse consolidation or elimination and cell death. CB1R 
expression remained stable in the ONL and OPL throughout this 
period. In particular, it was strongly expressed in the outer and inner 
segments, cell bodies, axons and synaptic pedicles of suspected 
cones (Panels G-L, Figure 3). In the INL, however, several changes 
can be seen. At P15, most cells in this layer are CB1R immuno-
fluorescent, the cells closer to IPL being more intensely stained than 
those closer to the OPL (Panel H). By P21, the expression in the 
outer part of the INL becomes weaker and more diffuse, while it 
remains stable (i.e., strong) in its inner part (Panel I). One week later, 
at P30, expression in the whole INL becomes sparse as a number of 
cells throughout this layer turn immuno-negative for CB1R (Panel J). 
This expression profile is maintained over the following weeks (Panel 
K) until adulthood where only a few positive cells can be observed in 
the INL (Panel L). 
In the GCL, the expression of CB1R remained constant and 
high from P1 to the adult. 
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Figure 3: CB1R immunoreactivity in the developing rat retina. A-L: 
Vertical sections from P1 (A), P3 (B), P5 (C), P7 (D), P9 (E), P11 (F), 
P13 (G), P15 (H), P21 (I), P30 (J), P45 (K) and adult (L) rat retinas. 
For all ages, confocal images were obtained from a single focal plan. 
NBL, neuroblast layer; ONL, outer nuclear layer; OPL, outer 
plexiform layer; INL, inner nuclear layer; IPL, inner plexiform layer; 
GCL, ganglion cell layer. Scale bar = 40µm. 
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Subcellular Fractionation 
Careful examination of the retina of wild type mice (figure 1 panel A), 
indicated the absence of CB1R expression in the nuclei of the cells. 
The observation does not stand for the rat retina as CB1R 
immunolabeling appeared to be present in some nuclei of rat retinal 
cells (see for example, panel L in figure 3), which is surprising for a 
G-coupled protein receptor mainly implicated in neurotransmission 
modulation. To clearly establish the cellular compartments where 
CB1R was expressed, subcellular fractionation of adult rat retinas 
was conducted. Three fractions were isolated:the cytosol, nuclei 
contents, and membranes. The separation of the fractions was 
verified using GAPDH, NR2E3,and GluR1, respectively (see figure 
4). The fractionation experiments indicated that CB1R was present in 
cytosolic and membranes compartments, but not in the nuclei 
fraction (upper blot). Based on this finding, we propose that the 
observed CB1R expression in some nuclei is most likely to result 
from our tissue preparation procedure which was characterized by 
light tissue fixation in order to preserve CB1R antigeneticity. This sort 
of protein redistribution artifacts has been previously reported and 
associated with light fixation and permeabilization (Goldenthal et al., 
1985; Melan and Sluder, 1992; Mayor and Maxfield, 1995; Cinar et 
al., 2006). The presence of this artifact has no impact on the study 
since we investigate CB1R expression within cell types rather than its 
subcellular distribution.  
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Figure 4: CB1R expression in different cell compartments in adult rat 
retina The different cellular fractions were separated by successive 
centrifugations. The proper separation of the fraction was verified 
with GAPDH (cytoplasm), NR2E3 (nuclei) and GluR1(membranes). 
CB1R was present in cytosol and membranes, but not in nuclei.  
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Cell types expressing CB1R 
Early-born neurons 
 At birth, almost all horizontal, amacrine, ganglion cells, and 
cone photoreceptors are already differentiated (these neuron classes 
are called ‘early-born neurons’- Morest, 1970; Rapaport et al., 2004), 
the remaining ones being generated early after P0 (Rapaport et al., 
2004). We investigated the presence of CB1R in these early-born 
neurons. Horizontal cells expressing CB1R could be distinguished at 
P1, as shown in panels A-C of Figure 5 (asterisks). The expression in 
these cells was robust in the cell body and absent from the immature 
processes. At P5-7, most horizontal cells reached their final position 
underneath the emergent OPL. At this stage, the expression of CB1R 
was concentrated in the cell bodies (Panels D-F) and remained so 
over the maturation period and into adulthood (Panels G-U). 
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Figure 5 : CB1R immunoreactivity in horizontal cells in the 
developing rat retina. Vertical sections from P1 (A-C), P7 (D-F), P15 
(G-I), P21 (J-L), P30 (M-O), P45 (P-R) and adult (S-U) rat retinas. 
Confocal micrographs of retinas co-immunolabeled for CB1R and 
cell-type-specific marker for the retinal interneurons (horizontal and 
amacrine cells), syntaxin. Each protein is presented alone in gray 
scale: CB1R in the 1st column and syntaxin in the 2nd, then the two 
are presented merged (3rd column – CB1R in magenta and syntaxin 
in green). Horizontal somas are immunopositive for CB1R (stars) at 
all ages. Scale bar = 10µm.  
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 CB1R was also expressed in amacrine cells from P1 (Figure 
6, Panels A-C). Despite some variations in the intensity of immuno-
labeling, virtually all amacrine cells expressed CB1R until P15 
(Panels D-F). Of interest is the fact that some cells located for the 
most in the deepest part of the INL showed a transient expression of 
CB1R as they became immuno-negative (Panels G-I) at P15. CB1R 
immuno-negative amacrine cells were observed at every age after 
P15 and into adulthood (Panels J-U). To clearly confirm the absence 
of CB1R from all parts of these amacrines cells, an additional 3-D 
analysis was conducted at all ages. An example is shown in the adult 
in panel U; no CB1R expression was visible along the three axes. 
These “transient-expressing” CB1R amacrine cells may represent a 
single population of cells that stopped expressing the receptor at P15 
or several cells’ populations that transiently ceased expressing CB1R 
at different time periods.  
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Figure 6 : Vertical sections from P1 (A-C), P7 (D-F), P15 (G-I), P21 
(J-L), P30 (M-O), P45 (P-R) and adult (S-U) rat retinas. Confocal 
micrographs of retinas co-immunolabeled for CB1R and cell-type-
specific marker for the retinal interneurons (horizontal and amacrine 
cells), syntaxin. Each protein is presented alone in gray scale: CB1R 
in the 1st column and syntaxin in the 2nd, then the two are presented 
merged (3rd column – CB1R in magenta and syntaxin in green). 
CB1R immunopositive and immunonegative amacrine cells are 
indicated by arrows and arrow heads, respectively. In panel U, the 
horizontal and vertical insets show the reconstruction of the section 
in the X-Z and Y-Z plans respectively, along the white lines.  
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 Ganglion cells expressed CB1R in their cell bodies throughout 
the entire time interval we studied. Examples of this expression are 
shown in Figure 7. As expected from previous studies (e.g. Perry et 
al., 1983; Galli-Resta and Ensini, 1996) a decrease in the number of 
ganglion cells with age was observed. Although there was no visible 
change in CB1R expression in the soma of ganglion cells, there was 
an increase of immuno-fluorescence in their axon between P1 and 
P15, after which it remained stable (see panels A-H in Figure 3). It is 
also worth mentioning that GCL cells other than RGCs were also 
immuno-positive. These cells may be displaced amacrine cells. 
99 
 
 
Figure 7: CB1R immunoreactivity in the ganglion cell layer in the 
developing rat retina. A-G: Vertical sections from P1 (A-C), P7 (D-F), 
P15 (G-I), P21 (J-L), P30 (M-O), P45 (P-R) and adult (S-V) rat 
retinas. Confocal micrographs of retinas co-immunolabeled for CB1R 
and cell-type-specific marker for RGCs, Brn3. Each protein is 
presented alone in gray scale: CB1R in the 1st column and Brn3 in 
the 2nd, then the two are presented merged (3rd column – CB1R in 
magenta and Brn3 in green). RGCs are immunopositive for CB1R 
(stars) at all ages. Other cells within the GCL (arrow heads), 
presumably displaced amacrine cells, are also immuno-positive for 
CB1R across all ages. Scale bar = 10µm. 
100 
 
 Cones constitute the last class of early-born neurons to be 
generated in the retina (Rapaport et al., 2004). In these 
photoreceptors, CB1R was not expressed until P5 (see Panels A-C, 
Figure 3). Detailed pictures of CB1R expression in cones are 
presented in Panels A-N of Figure 8. Around P5, CB1R was present 
in the cell bodies (Panel A) and pedicles (Panel B). One can notice 
that the cone pedicles made synapses onto horizontal cells (Panel 
B). This neuronal contact was previously described by Rich et al 
(1997) in their study on early cone development. At P11, The somas 
of cones are still CB1R immuno-positive but off-positioned compared 
to adults (Panels C). A refinement of the cone pedicle, consistent 
with the completion of the cone-horizontal-bipolar triad can be also 
appreciated at this stage (Panels D). By P15, most cones have 
reached their final position in the ONL and they strongly expressed 
CB1R in all their cellular compartments (Panels E and F). Over the 
following weeks, CB1R expression remained high in the outer and 
inner segments, cell body, axon and pedicle of all cones throughout 
the investigated period (Panels G to N).  
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Figure 8 : CB1R immunoreactivity in cone photoreceptors in the 
developing rat retina. Vertical sections from P5 (A and B), P11 (C 
and D), P15 (E and F), P21 (G and H), P30 (I and J), P45 (K and L) 
and adult (M-N) rat retinas. Confocal micrographs of retinas co-
immunolabeled for CB1R (magenta) and cell-type-specific marker for 
the cones, cone-transducin (green). Cones become immunopositive 
for CB1R at P5 and remain so throughout development and into 
adulthood. CB1R is expressed in the outer (arrow) and inner 
segments of the cone, as well as the cell body (stars), the axon and 
the synaptic pedicle (arrow heads). Scale bar = 10µm. 
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Late-born neurons 
 During the first week of life, several developmental processes 
such as cell division, differentiation and migration overlap. Late-born 
neurons are generated from neuroblasts, mostly in the five to six 
days following birth. They give rise to bipolar cells, rod 
photoreceptors, and Müller cells (Morest, 1970; Rapaport et al., 
2004).  
 At P1, the retina contained neuroblasts and dividing cells, the 
latter were identified by to their morphology and position at the outer 
edge of the NBL (Baye and Link, 2007; Barton and Levine, 2008 and 
see Baye and Link, 2008 for review). Mitotic cells were CB1R 
positive, while neuroblasts were very lightly stained (Panels A and B, 
Figure 9). The same pattern of expression was visible at P3, 
although the number of dividing cells was lower (Panels C and D). At 
P5, there were only a few mitotic cells. Some of the neuroblasts 
located in the inner part of the emergent INL displayed an increase in 
CB1R immuno-fluorescence while those closer to the developing 
OPL did not express the receptor (Panels E and F). At P7, the few 
neuroblasts still present showed a light immuno-fluorescence for 
CB1R (Panels G and H). 
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Figure 9 : CB1R immunoreactivity in retinal progenitor (B, D, F and 
H) and mitotic cells (A, C, E and G) in the developing rat retina. 
Vertical sections from P1 (A and B), P3 (C and D), P5 (E and F), P7 
(G and H) rat retinas. Confocal micrographs of retinas co-
immunolabeled for CB1R (magenta) and cell-type-specific marker for 
the retinal progenitor and mitotic cells, PCNA (green). Mitotic cells 
(stars) are CB1R positive as long as they exist in the postnatal 
period, namely until P5-6. Most neuroblasts are not CB1R positive 
(arrows). Some neuroblasts closer to the IPL are immunolabeled for 
CB1R (arrows heads) and their number increases until they are all 
immunopositive for CB1R at P7. Scale bar = 10µm. 
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The expression of CB1R in rod bipolar cells is presented in 
figure 10. Before P5, there were a few PKC positive cells that could 
be either rod bipolar or amacrine cells. These cells could not always 
be told apart because most rod bipolar cells had not yet reached their 
final location. An example at P3, where they could be told apart, is 
presented in panel A-C of figure 10. The cell identified by an 
arrowhead exhibited immuno-fluorescence level comparable to the 
surrounding neuroblasts. Based on its location, the unit is likely a rod 
bipolar cell. On the other hand, the cell identified by the arrow was 
strongly CB1R positive and, given its location and morphology, was 
considered to be an amacrine cell. Between P5 and P9, neurons in 
the INL closer to the IPL were CB1R positive while those near the 
OPL were immuno-negative (Panel D-F, Figure 10). This 
upregulation of CB1R expression in the intermediate but not the most 
superficial part of the INL is consistent with the wave of expression 
described in panels C and D of Figure 3 at P5 and 7. During the 
second week of life (P15), CB1R labeling signal increased (Panel G-
I, Figure 10), yielding a diffuse and variable expression in the upper 
part of the INL across animals. By the end of the third week (P21 – 
Panel J-L), the CB1R expression in rod bipolar somas was 
decreased and at P30 (Panel M-O), no labeling of cell body structure 
could be seen and only low and diffuse immuno-fluorescence was 
present. The latter could represent either some background noise or 
a weak signal. The fact that the CB1R antibody yielded almost no 
background in the KO mice (Figure 1, panels A and B) suggests that 
the immuno-fluorescence is likely to come from CB1R expression in 
bipolar cells.  At P45 and in adults (Panels P-U), no receptor 
expression was visible in the somas, but some signal was detectable 
in the OPL at the level of the bipolar cells’ dendrites. The white pixels 
were concentrated at the edges of the dendrites (Panel R), and carful 
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observation demonstrated that CB1R was outside the postsynaptic 
elements (i.e. bipolar cells).  
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Figure 10 : CB1R immunoreactivity in rod bipolar and some 
amacrine cells in the developing rat retina. Vertical sections from P3 
(A-C), P7 (D-F), P15 (G-I), P21 (J-L), P30 (M-O), P45 (P-R) and 
adult (S-U) rat retinas. Confocal micrographs of retinas co-
immunolabeled for CB1R and cell-type-specific marker for the rod 
bipolar and a subtype of amacrine cells, PKCα. Each protein is 
presented alone in gray scale: CB1R in the 1st column and PKCα in 
the 2nd, then the two are presented merged (3rd column -CB1R in 
magenta and PKCα in green). During their migration period, rod 
bipolar cells express CB1R when they are closer to the IPL (A and B, 
arrow heads) and become CB1R positive between P9 and P21 (C 
and D, arrow heads), after which they progressively lose CB1R 
labeling (E, F and G, arrow heads). PKCα positive amacrine cells are 
CB1R immuno-labeled throughout until P30 (A to E, arrows). 
Throughout the second month of life, CB1R appears to be more 
concentrated at the membrane of PKCα positive amacrine cells (F 
and G, arrows). Scale bar = 10µm. 
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CB1R expression in recoverin positive bipolar cells was also 
investigated. Recoverin positive bipolar cells are type 2 ON and type 
8 OFF-cone bipolar cells (McGinnis et al., 1992a; 1992b; 1997). 
These bipolar cells were not clearly discernable from rods until the 
OPL was formed i.e. around P5-P7 as previously reported by 
Sharma et al (2003). At P7, only a subpopulation of recoverin 
positive cells in the INL was expressing CB1R (Panel A-C, Figure 11. 
One can ask whether the bipolar cells which are not expressing CB1 
are indeed lacking the receptor or are not yet expressing CB1R 
because they are still at an early developmental stage. The last 
suggestion seems more likely since all recoverin positive bipolar cells 
at P21, P30, P45 and in adults express CB1R (Panels D-R, Figure 
11).  
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Figure 11 : CB1R immunoreactivity in types 2 and 8 cone bipolar 
cells in the developing rat retina. Vertical sections from P7 (A-C), P15 
(D-F), P21(G-I), P30 (J-L), P45 (M-O) and adult (P-R) rat retinas. 
Confocal micrographs of retinas co-immunolabeled for CB1R and 
cell-type-specific marker for the types 2 and 8 of cone bipolar cells, 
recoverin. Each protein is presented alone in gray scale: CB1R in the 
1st column and recoverin in the 2nd, then the two are presented 
merged (3rd column - CB1R in magenta and recoverin in green). 
During their migration period, cone bipolar cells are not discernable 
prior to P7 with this marker. At P7, some cone bipolar cells express 
CB1R when they are closer to the IPL (stars – A to C) while some, 
closer to the OPL, do not (arrow head – A to C). At older ages, all 
recoverin positive bipolar cells are CB1R positive (stars). Scale bar = 
10µm. 
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Rods constitute the vast majority of photoreceptors in the rat’s 
retina. We showed in Figure 3 that only a few photoreceptors were 
CB1R positive and suggested that these cells were cones. This was 
verified using a cone specific marker. Only these cone-transducin 
labeled cells expressed CB1R (Figure 7). These data indicate that 
rods do not express CB1R at any age. 
 
Müller cells are generated late in development and begin to 
express GS around P5 (Riepe and Norenberg, 1978). Müller cells 
were clearly distinguishable at P5 and already expressed CB1R in 
their cell bodies and processes (from P5 to P9 – see example at P7 
in panels A-C, Figure 12). From P9, CB1R was down regulated in 
these cells (see the weak immuno-fluorescence at P15, panel D-F) 
and its expression could not be distinguished from the background at 
P21 and after (Panels G-R).  
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Figure 12 : CB1R immunoreactivity in Müller cells in the developing 
rat retina. A-F: Vertical sections from P7 (A-C), P15 (D-F), P21 (G-I), 
P30 (J-L), P45 (M-O) and adult (P-R) rat retinas. Confocal 
micrographs of retinas co-immunolabeled for CB1R and cell-type-
specific marker for glial Müller cells, glutamine synthetase (GS). 
Each protein is presented alone in gray scale: CB1R in the 1st 
column and GS in the 2nd, then the two are presented merged (3rd 
column - CB1R in magenta and GS in green). This marker becomes 
visible in Müller cells around P5 and is well discernable at P7. At P7 
Müller cells express CB1R (A to C, arrows) but they become CB1R 
negative at older ages (P21 – Adult; arrows). Scale bar = 10µm. 
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Discussion 
This study is the first to investigate the postnatal development 
of CB1R expression in the main cell types of the rodent retina. Using 
immunohistological staining and immunoblots, we demonstrated that 
both the localization and total amount of CB1R vary during postnatal 
development and maturation of the retina of Long-Evans rats. Our 
data showed evidence of an early and widespread expression of 
CB1R i.e. most cell types expressed the receptor, either transiently 
or permanently. Starting at P1, CB1R was expressed by all early-
born neurons, except cones. As development occurred, CB1 
receptors appeared in cone photoreceptors and bipolar cells. Rod 
bipolar cells displayed a transient expression of CB1R between P5 
and P21, whereas recoverin positive cone bipolar cells started 
expressing CB1R around the end of the 1st week of life and remained 
CB1R positive into adulthood. Overall, these data, and particularly 
the transient nature of the expression of CB1R in some cell types, 
suggest that the endocannabinoid system is involved in 
developmental and/or maturational processes. 
 
Temporal expression of the endocannabinoid system 
As expected, retinal immunoblots revealed a CB1R band at 
around 53kDa consistent with its nonglycosylated monomer form 
reported in rodent and human retinal tissues (Yazulla et al., 1999; 
Porcella et al., 2000). In the present study, we observed that CB1R 
expression was age dependent, going from a lower to a higher 
concentration between the second and third weeks of life. An 
increase in concentration of the receptor during development has 
also been reported in brain structures such as the striatum 
(Rodriguez de Fonseca et al., 1993), hippocampus (Berrendero et 
al., 1999), cerebellum (McLaughlin and Abood, 1993; Belue et al., 
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1995; Berrendero et al., 1999) and the cerebral cortex (Berrendero et 
al., 1999). Our data are in agreement with these studies, indicating 
an upregulation of CB1R expression in the rodent CNS during 
postnatal development.  
In contrast to classical neurotransmitters, endocannabinoids, 
being lipophilic compounds, are not stored in vesicles. They are 
rather produced locally at the moment of their intended action. This 
model places both biosynthetic and degradative enzymes as key 
regulators of lipid signaling. The level an endogenous CB1R ligand 
depends on both the activity and genetic expression of these 
enzymes. We investigated one aspect of this equation by studying 
the temporal expression of the biosynthetic and degradative 
enzymes. NAPE-PLD, DAGLα and FAAH bands were found at 
around 46kDa, 120kDa and 66kDa, respectively, in agreement with 
previous observations in other structures in the CNS (Cravatt et al., 
1996; Egertova et al., 1998; Yazulla et al., 1999; Cravatt et al., 2001; 
Okamoto et al., 2004; Rimmerman et al., 2008). Our data 
demonstrated that the expression of FAAH decreased during the first 
week of life, whereas the expression of NAPE-PLD and DAGLα 
remained stable, suggesting that the concentration of 
endocannabinoids increased over this period. This possibility is 
supported by the fact that AEA level increases during postnatal 
development in brain areas (Berrendero et al., 1999; Ade and 
Lovinger, 2007). During the second week of life, FAAH increased 
while both synthetic enzymes remained stable, suggestive of a 
reduction in endocannabinoids concentration. The age-dependency 
of the NAPE-PLD and FAAH expression was also observed in brain 
areas (Thomas et al., 1997; Morishita et al., 2005), albeit the 
temporal pattern of expression in these structures differed from the 
one we observed in the retina (e.g. steady increase until P30 for 
NAPE-PLD and until P10 for FAAH). 
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CB1R expression during retinal development 
The various phases of retinal postnatal development in mice 
and rats have been previously described in much detail by several 
groups, using immunohistochemical and cell dating techniques 
(Fletcher and Kalloniatis, 1997; Sharma et al., 2003; Rapaport et al., 
2004). The chronology of the postnatal events observed here is in 
total agreement with the above-mentioned studies. Briefly, at birth 
the retina is comprised of the NBL (which contains undifferentiated 
neuroblasts, immature cones, interneurons - e.i. horizontal and 
amacrine cells - and a few rods), the IPL, and the ganglion cell layer 
(which also includes displaced amacrine cells). During the first week 
of life, bipolar, Müller cells and rods are generated (Fletcher and 
Kalloniatis, 1997; Sharma et al., 2003; Rapaport et al., 2004). During 
the same time interval, early-born neurons continue to mature; one 
example would be cone photoreceptors which establish synaptic 
contacts with horizontal cells by P5 and complete the cone-
horizontal-bipolar triad by P10 (this study; Rich et al., 1997; Hack et 
al., 2002 ). 
 
RGCs and amacrine cells 
CB1R was expressed in most early-born neurons as early as 
P1. This is in line with other studies which revealed the presence of 
CB1R mRNA in RGCs at E15 in rats (Buckley et al., 1998) and at 
E18 in chicks (Begbie et al., 2004). CB1R immuno-fluorescence 
remained constant in RGCs’ soma from P1 to P15, but increased in 
RGCs axons in the nerve fiber layer during the same period (data not 
shown). This is consistent with the presence of CB1R along the 
retino-thalamic pathway during postnatal development (Argaw et al, 
2008) and the contribution of endocannabinoids in RCGs growth 
cone navigation and proper targeting, both in vivo and in vitro (Argaw 
et al, 2009).  
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CB1R expression stayed constant in most amacrine cells 
throughout development. For the remaining cells, it was transiently 
expressed (CB1R-negative amacrine cells appearing around P15), 
suggesting that, for these units, CB1R expression is only related to 
developmental processes (see the section on Functional 
considerations). 
 
Cones and horizontal cells 
CB1R was present in horizontal cells as early as P1 and 
remained stable throughout the entire postnatal development and 
into adulthood. CB1R appeared later in cones (around P5), in their 
cell bodies and pedicles. These findings are in agreement with 
previous observations made in adult animals. For instance, the 
presence of CB1R in horizontal cells was demonstrated in the retina 
of adult albino rats by Yazulla et al. (1999). The receptor’s 
expression in cone terminals was reported in a number of species i.e. 
chick (Leonelli et al., 2005), goldfish (Struik et al., 2006), salamander 
(Straiker and Sullivan, 2003), rat (Straiker et al., 1999; Yazulla et al., 
1999), mouse (Straiker et al., 1999; Yazulla, 2008), and monkey 
(Straiker et al., 1999). Thus, the presence of CB1R in cone pedicles 
across species suggests that the contribution of this receptor in cone 
functioning was conserved during evolution. Given the role of CB1R 
in retrograde signaling (see for review Kreitzer and Regehr, 2002), its 
appearance in cone synapses at P5, i.e. five days prior to the 
emergence of the postsynaptic component of the cone-horizontal-
bipolar triad (Rich et al., 1997; Hack et al., 2002), is rather intriguing. 
However, the timing of CB1R expression coincides with the 
appearance of the first cone-horizontal cells synapses in the forming 
OPL (Rich et al, 1997; Dhingra et al., 1997; Hack et al, 2002). Thus, 
the receptor may be necessary to refine synaptic connections 
between these two cell types. In support of this assumption, cone 
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photoreceptors are known to modulate the organization of horizontal 
cell dendritic trees through early glutamatergic activation (starting 
around P2 - Raven et al, 2008). Also, endocannabinoids synthesis is 
known to be activity-dependent (see Freund et al., 2003 for review) 
and CB1R was shown to negatively modulate glutamatergic release 
from cones in goldfish retina through retrograde signalling (Fan and 
Yazulla, 2007). The synaptic refinement can also originate from 
horizontal cells. Around P5, these cells transiently contain GABA 
(Schnitzer and Rusoff, 1984; Fletcher and Kalloniatis, 1997) and its 
release was shown to be modulated by CB1R in embryonic retinal 
interneurons (Warrier and Wilson, 2007). Moreover, GABA release 
from horizontal cells can modulate cone photoreceptor 
synaptogenesis in rabbits (Fletcher and Kalloniatis, 1997; Mitchell et 
al., 1999) and cone mosaic organization in mice (Fei, 2003). This 
cumulated data places CB1R in a strategic position to modulate 
synaptogenesis of both cones and horizontal cells, a role 
demonstrated in the hippocampus by Kim and Thayer (2001). The 
role of CB1R may not be limited to synaptogenesis. It has been 
shown that cones are displaced and migrate back to their position 
between P4 and 12 (Rich et al., 1997). CB1R may be involved in this 
process as well since it can influence cell migration (Song and 
Zhong, 2000; Berghuis et al., 2007; Mulder et al., 2008). 
 
CB1R expression in late-born cells 
All groups of late-born cells, except rods, expressed CB1R 
around P5-P9, a period which corresponds to developmental 
processes such as cell migration, subtype identity acquisition and 
morphological changes (Sharma et al., 2003; Bramblett et al., 2004; 
Morgan et al., 2006; Schroeter et al., 2006). However, not all cells in 
each group were labeled. Neuroblasts expressed CB1R relatively 
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late (around P5) and only cells closer to the IPL were labeled. The 
other neuroblasts did not express CB1R. Likewise, recoverin and 
PKC positive bipolar cells closer to the IPL were immunopositive 
around P7, while those closer to the OPL were not expressing CB1R. 
CB1R was transiently expressed in Müller cells during cell migration 
(P5-P7). These observations suggest that this receptor is likely 
involved in the cell migration and morphological changes of rod 
bipolar and Müller cells. A similar statement can be made for cone 
bipolar cells, but in this case CB1R could also be involved in subtype 
identity acquisition. A contribution of CB1R in these developmental 
stages has been reported in the hippocampus and in cultured cortical 
neurons (Gomez et al., 2003; 2007; 2008a; 2008b; Harkany et al., 
2008; Mulder et al., 2008).  
It should be noted that CB1R expression in rod bipolar cells 
was difficult to analyze in late postnatal development (after P15) 
because it became diffuse and variable. A previous study (Straiker et 
al., 1999) also reported the intricacy in identifying the presence of 
CB1R expression in this cell type using immunohistochemical 
techniques. These authors were however able to demonstrate its 
presence with electrophysiological techniques. This could indicate 
that, in this cell type, CB1R antigeniticy is very sensitive to fixation 
process. Given that the antibodies used in this study and in Straiker 
et al. (1999) were raised against the same portion of the protein 
(amino acids 1-77), another possible explanation would be that 
CB1R adopts a conformation that makes the epitope less accessible 
to these antibodies.  
 
Functional considerations 
During the first week of life, spontaneous activity could be an 
important mechanism by which visual map refinement occurs in 
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thalamic nuclei (McLaughlin et al., 2003; Syed et al., 2004; Torborg 
and Feller, 2005; Zheng et al., 2006). Spontaneous discharges have 
been shown to originate from amacrine and ganglion cells (Masland 
et al., 1984; Tauchi and Masland, 1984; Feller et al., 1996; Zhou, 
1998; Bansal et al., 2000; Sernagor et al., 2000; Wong et al., 2000; 
Zhou and Zhao, 2000; Stacy et al., 2005; Zheng et al., 2006), two cell 
types expressing CB1R during the first week of life. Given that both 
endocannabinoid synthesis and function are modulated by neural 
activity (see for review Freund et al., 2003), one can propose that a 
propagating wave of spontaneous activity could cause local changes 
in endocannabinoids concentration, which would in turn limit the 
spread of spontaneous activity through CB1R activation. This could 
be mediated by amacrine cells given that  these cells negatively 
modulate spontaneous retinal waves (Wang et al., 2007) and that 
endocannabinoid system modulates spontaneous neurotransmitter 
release in embryonic GABAergic amacrine cell cultures (Warrier and 
Wilson, 2007).  
The proposal that endocannabinoids can modulate 
spontaneous activity and therefore be involved in the establishment 
(or refinement) of topographic maps, would be in line with the 
findings of two previous studies. In the first, the exogenous activation 
of endocannabinoid signaling in the developing hippocampus caused 
an abnormal shutdown of neural activity while its down-regulation 
yielded epileptic activity (Bernard et al., 2005). In the second study, 
the abnormal activation of CB1R during the critical period caused 
abnormal maps in the somatosensory cortex in rodents (Li et al., 
2009). Altogether, these studies, including ours, place the 
endocannabinoid system into a strategic position to negatively 
modulate retinal patterned activity and support the notion that CB1R 
could be important for the normal organization of visual thalamic 
nuclei afferents. 
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Abstract 
 
The endocannabinoid (eCB) system is thought to participate to 
developmental processes in the central nervous system (CNS). The rodent 
retina represents a valuable model to study CNS development, because it 
contains well identified cell types with established developmental timelines. 
The distribution of cannabinoid receptor type 1 (CB1R) was recently revealed 
in the developing retina, however the expression patterns of other elements 
of this system remains unknown. In this study, we investigated the expression 
pattern of the degradative enzyme Fatty Acid Amide Hydrolase (FAAH), a key 
regulator of the eCB system, in the rat retina during postnatal development. 
To identify the cells expressing the enzyme, co-stainings were carried out for 
FAAH and retinal cell type markers. FAAH was expressed at P1 in ganglion 
and cholinergic amacrine cells. In the course of development, it appeared in 
cones, horizontal and bipolar cells. For most cell types (horizontal, cholinergic 
amacrines cells and cone bipolar cells), FAAH was transiently expressed, 
suggesting an important redistribution of the enzyme during postnatal 
development and thus, a potential role of the eCB system in developmental 
processes. Our results also indicated that, in the adult retina, FAAH is 
expressed in cones, rod bipolar cells, and some retinal ganglion cells. The 
presence of FAAH in adult animals supports the hypothesis that the eCB 
system is involved in retinal functions. Overall these results indicate that, as 
shown in other structures of the brain, the eCB system could play an 
instrumental role in the development and function of the retina. 
 
Keywords: Endocannabinoids, Anandamide, CB1R, immunohistochemistry, 
bipolar cells, retinogenesis. 
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In the last decade, interest in endogenous cannabinoids (eCBs), lipid 
signalling molecules such as anandamide (AEA) and 2-arachidonoylglycerol 
(2-AG), has increased given their role in development as well as in adult 
neurotransmission. The best characterized eCB receptors are cannabinoid 
receptor types 1 and 2 (CB1R and CB2R). Due to their lipophilic nature, eCBs 
cannot be stored in vesicles. Consequently, the enzymes responsible for their 
synthesis and degradation become key regulators of the physiological actions 
of eCBs. One enzyme responsible for their degradation is Fatty Acid Amide 
Hydrolase (FAAH – Deutsch and Chin, 1993, Ueda et al., 1995, Ueda et al., 
1998, Cravatt et al., 2001). This enzyme is an integral membrane protein of 
the plasma membrane and the endoplasmic reticulum (Tsou et al., 1998, 
Gulyas et al., 2004) and is part of a large class of enzymes known as the 
amidase signature family (Chebrou et al., 1996). It degrades AEA and 2-AG 
as well as other eCBs, with a marked preference for the former (Deutsch and 
Chin, 1993, Cravatt et al., 1996, Goparaju et al., 1998, Ueda et al., 1998). 
FAAH converts AEA into arachidonic acid and ethanolamide through a 
hydrolytic reaction (Deutsch and Chin, 1993, Cravatt et al., 1996). 
Some constituents of the eCB system - i.e. ligands, synthesizing and 
degradative enzymes and receptors - were localized in the retina or in 
specific retinal cell types in adults of several species, from fish to primates 
(Buckley et al., 1998, Straiker et al., 1999, Yazulla et al., 1999, Leonelli et al., 
2005, Lalonde et al., 2006, Nucci et al., 2007, Warrier and Wilson, 2007, 
Zimov and Yazulla, 2007, Hu et al., 2010, Lopez et al., 2010 and see Yazulla, 
2008 for review). For instance, in adult rodents, both CB1R and FAAH have 
been shown to present in adult retinae. Namely, they are expressed in cone 
(Straiker et al., 1999, Yazulla et al., 1999, Zabouri et al., 2011), mutually 
exclusive populations of bipolar cells (Yazulla et al., 1999, Hu et al., 2010), 
some amacrine (Yazulla et al., 1999, Warrier and Wilson, 2007, Hu et al., 
2010, Zabouri et al., 2011) and retinal ganglion cells (RGCs – Straiker et al., 
1999, Yazulla et al., 1999, Yazulla, 2008, Hu et al., 2010, Zabouri et al., 2011 
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). Both the protein and the mRNA of CB2R were shown to be expressed in 
adult rat retina (Lu et al., 2000, Lopez et al., 2010). 
The expression of the eCB system starts early during development of 
the central nervous system (embryonic day 13 – Buckley et al., 1998) and is 
age dependent (Thomas et al., 1997, Fernandez-Ruiz et al., 2004, Morishita 
et al., 2005, Goncalves et al., 2008, Zabouri et al., 2011). Its involvement in 
developmental processes such as cell fate determination and neurogenesis 
(Aguado et al., 2005, Galve-Roperh et al., 2006, Hill et al., 2006, Keimpema 
et al., 2010), axonal elongation and pathfinding (Williams et al., 2003, 
Berghuis et al., 2005, 2007, Keimpema et al., 2010, Argaw et al., 2011), and 
synaptogenesis (Kim and Thayer, 2001, Berghuis et al., 2007, Gomez et al., 
2007) has been demonstrated in recent years. For instance, a number of 
studies showed that 2-AG, synthesis and degradative enzymes participate in 
axonal elongation and pathfinding (e.g. Berghuis et al., 2005, 2007, 
Keimpema et al., 2010). AEA and FAAH were also linked to developmental 
processes such as cell fate determination and neurogenesis (Aguado et al., 
2005, Soltys et al., 2010). 
The rodent retina presents a valuable model to study development as it 
includes seven cell classes, comprising six neuronal types and one major 
glial cell type. These cell categories have distinct and well documented 
developmental timelines (Rapaport et al., 2004). To our knowledge, very few 
studies examined the impact of the eCB system in the developing retina. For 
instance, the consequences of CB1R modulation in retinal cells of embryonic 
and young animals were studied by Lalonde et al. (2006) and Warrier and 
Wilson (2007). Very recently, our laboratory investigated the spatio-temporal 
distribution of CB1R expression during postnatal development (Zabouri et al., 
2011). Our results demonstrated a differential distribution of CB1R during 
development, thereby supporting the hypothesis that eCB signalling is 
important for retinal development. We also revealed an age-dependent 
concentration change of FAAH and other elements of the eCB system during 
retinal development.  
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Apart from CB1R, the distribution pattern of retinal eCB system 
proteins during development remains unknown. Given that metabolic 
enzymes exert a key regulator function in the eCB system, knowing their 
expression pattern during development could prove to be instrumental in our 
efforts to decipher the role of endocannabinoids in development processes. In 
this context, we investigated the spatio-temporal expression of FAAH in the 
retina during postnatal development until adulthood. The results reported 
here show that FAAH is already present at postnatal day (P) 1, but is greatly 
redistributed in the retina along postnatal development and maturation. In 
most cell types, its expression is transient and overlaps spatially with CB1R 
early in postnatal development. However, this overlap is present only in two 
cell types in adult retina. These results strengthen the hypothesis that the 
endocannabinoid system is involved in the development of the retina during 
the postnatal period. 
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Methods 
Animals 
Gestating or non-gestating adult Long Evans rats were obtained from Charles 
River (St-Constant, QC) and maintained on a 12-hours light/dark cycle. All 
procedures were in accordance to the guidelines set out by the Canadian 
Council on Animal Care and the American Association of Anatomists’ Guiding 
Principles in the Care and Use of Animals, and were approved by the ethics 
committee on animal research of the Université de Montréal. Three to seven 
pups from at least three different litters were used at very age for each co-
labelling. 
 
Tissue Preparation 
The animals were sacrificed at various ages, namely: P1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 
15, 21, 30, 45 and adults (≥ P60). Rats were deeply anaesthetized either by 
hypothermia (pups younger than P5) or through excess of isoflurane 
inhalation. Simultaneously, a transcardiac perfusion was conducted with 
phosphate buffered 0.9% saline (PBS, 0.1M, pH 7.4), followed by phosphate-
buffered 2% paraformaldehyde (PFA), until the head was lightly fixed. The 
nasal part of one eye was marked with a suture before it was removed. Two 
small holes were made in the cornea, prior to a post-fixation in 2% PFA for a 
period varying between 1h30 and 2h, depending on the size of the eye. The 
cornea and lens were then removed and the eyecups post-fixed for l0 to 30 
minutes. Eyecups were washed in PBS, cryoprotected in 30% sucrose 
overnight, embedded in HistoPrep tissue Embedding Media (Fisher Scientific, 
Ottawa, ON), flash frozen and kept at -80°C until processing. Sections (14µm 
thick) were cut with a cryostat (Leica Microsystems, Exton, PA) starting at the 
nasal pole and placed on gelatin/chromium (Double frosted microscope 
slides, Fisher Scientific, Ottawa, ON) coated slides. 
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Immunohistochemistry 
Double and triple-label immunohistochemistry 
Sections were washed in PBS, post-fixed for 5 minutes in a 70% 
solution of ethanol, rinsed in 0.03% Triton X-100 in PBS and blocked in 10% 
donkey serum (NDS, Jackson immunoresearch laboratories, West Grove, 
PA) and 0.5% Triton X-100 in PBS for 1h. The sections were then co-
incubated overnight in a rabbit anti-FAAH solution with one or two of the 
following antibodies tagged as mouse or goat and directed against: protein 
kinase C alpha (PKCα), syntaxin, glutamine synthetase (GS), choline-acetyl-
transferase (ChaT), Chx10, Brn3a, proliferating cell nuclear antigen (PCNA). 
It is to be noted that for the later antibody, a Tris 0.05M, 0.9% based saline 
was used as a buffer. After incubation with the primary antibodies, the 
sections were washed in buffered saline, blocked for 30 minutes and 
incubated for 1h with secondary antibodies: Alexa donkey anti-rabbit 555 for 
FAAH and Alexa donkey anti-goat 647 and mouse 488 for cell type markers 
(Molecular Probes, Eugene, OR). After washes, the sections were mounted 
with a homemade Dabco-PVD mounting media (Ono et al., 2001).  
 
Sequential co-labeling immunohistochemistry 
For these experiments, we used a protocol previously described by us 
(Zabouri et al., 2011) and others (Sherry et al., 2003). Briefly, the sections 
were labelled in a serial manner: the exposition to the first primary antibody 
was conducted as described above, followed by incubation in a goat anti Fab 
fragment solution ((Brandon, 1985) - Jackson immunoresearch laboratories, 
West Grove, PA). This allowed us to tag the first primary antibody as a goat 
rather than a rabbit. The sections were revealed with a secondary Alexa 
donkey anti-goat 488. Following that, they were exposed to a second primary 
antibody overnight, the latter revealed with an Alexa donkey anti-rabbit 555 
the following day. The markers that required this type of protocol were rabbit-
anti recoverin (McGinnis et al., 1992, McGinnis et al., 1997) and anti-cone 
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transducin (Johnson et al., 2001) and CB1R (Zabouri et al., 2011) co-labeled 
with rabbit anti-FAAH. 
 
Antibody characterization 
Rabbit anti-CB1R (Sigma-Aldrich, Oakville, ON) was shown to be 
specific using retinal tissue from CB1R knockout and wild type mice. 
Moreover, it was shown to react with one major band using in rat retinal 
lysates: a robust band at 53kDa and several very light ones below (Zabouri et 
al., 2011). This is agreement with others using CB1R antibody on rat retinal 
tissue (Yazulla et al., 1999). 
Rabbit anti-FAAH (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI) was shown to 
react with a dense band at about 66kDa and a very light one below 37kDa in 
rats (Panel A, Figure 12). Moreover, we tested the specificity of this antibody 
by immuno-labeling adult retinal tissue where the faah gene has been deleted 
(faah-/- - (Cravatt et al., 2001)). These samples were generously provided by 
Dr Gabriella Gobbi from McGill University. To ensure the closest possible 
match between wild type and faah-/- C57BL/6 mice, Dr Gobbi provided tissue 
from both wild type and knockout animals. Sections from both samples were 
processed together during the same experiment; pictures were taken under 
the same exact conditions and off-line processing was identical. The results 
are shown in panels B and C of Figure 12. The FAAH staining in wild type 
animals yields a clear signal throughout the retina (panel B), while no staining 
was visible in the knockouts (panel C). There is a small divergence (9%) 
between FAAH protein sequences in mice and rats. In the antigen sequence 
of the antibody used here, only three non-consecutive amino-acids (out of a 
total of 18) differ between rat and mouse proteins. Using western blot 
analysis, we found that our antibody recognizes one major band at about 66 
KDa in retinal homogenates of mice (panel A of Figure 12). This observation 
is comparable to the band seen in rat homogenates (panel A). This strongly 
suggests that, despite the small discrepancy in protein sequence, recognition 
is not affected and faah-/- mice remains a valid control. 
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The protein PKCα is specifically expressed in rod bipolar cells and 
dopaminergic amacrine cells (Negishi et al., 1988). Mouse anti-PKCα (H7, 
Santa Cruz biotechnology, CA) was shown to exclusively recognize these 
cells (Gaillard et al., 2008). These authors as well as others also reported that 
this antibody recognizes PKCα, a 80kDa protein by western blot (Nagar et al., 
2009). The staining pattern we observed was similar to that reported in 
previous studies (Negishi et al., 1988, Morrow et al., 2008). 
The goat polyclonal anti-Chx10 (Santa Cruz biotechnology, CA) labels 
a transcription factor that is expressed in bipolar cells (Rowan and Cepko, 
2004). This antibody gives a single, 46-kDa band on Western blots of mouse 
eye extracts according to the manufacturer. The pattern of 
immunofluorescence that we obtained with this antibody was similar to that 
previously reported (Rowan and Cepko, 2004). 
Goat anti-choline acetyltransferase (ChAT; Chemicon, Temecula, CA) 
recognizes a single band at 70 kDa in mouse brain lysate (Chemicon 
datasheet) and in COS cells transfected with ChAT cDNA lysate (Ohno et al., 
2001). It has been used by others to stain the cholinergic amacrine cells in 
rodent retina (Gunhan et al., 2002). The immunoreactivity we observed is in 
agreement with the reported ChAT distribution using the same antibody as 
well as others (Voigt, 1986, Jeon et al., 1998, Haverkamp and Wassle, 2000, 
Majumdar et al., 2008). 
The protein syntaxin-1 was recognized as a specific marker of retinal 
amacrine and horizontal cells by several research teams (Barnstable et al., 
1985, Hirano et al., 2005). Mouse anti-syntaxin (HPC-1; Sigma-Aldrich, 
Oakville, ON) recognizes syntaxin-1, a 35kDa protein, from hippocampal, 
retinal and cortical neurons (Inoue et al., 1992). The staining pattern 
observed in the present study was similar to that formerly reported (Li et al., 
2004, Voinescu et al., 2009). 
The expression of glutamine synthetase (GS) in Müller cells was 
demonstrated by Riepe and Norenburg (Riepe and Norenburg, 1977). Chang 
et al, (Chang et al., 2007) established that the mouse anti-GS (Clone GS-6, 
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Chemicon, Temecula, CA) reacted with a single 45kDa protein in adult retinal 
tissue. The staining obtained with this antibody was akin to that published 
elsewhere (Gargini et al., 2007). 
PCNA was chosen as a neuroblast and mitotic cell marker because it 
provides the least false positive and negative immunolabeling of progenitor 
cells and mitotic cells in the retina (Barton and Levine, 2008). The specificity 
of this mouse anti-PCNA (Clone PC10, Dako Burlington, ON) was fully 
characterized by Waseem and Lane (1990) and others (Ino and Chiba, 2000); 
it recognized a single band at 36kDa. 
Anti-Brn3a was used to identify retinal ganglion cells. The Brn3a 
antibody (clone 5A3.2, Chemicon, Temecula, CA) labels only retinal ganglion 
cells (RGCs) in retinae of several vertebrate including rats and mice (Xiang et 
al., 1995, Nadal-Nicolas et al., 2009). In addition, it was also shown that 
Brn3a - rather than the other members of the Brn3 family - was present in 
most RGCs subtypes in rats and mice (Nadal-Nicolas et al., 2009, Badea and 
Nathans, 2010). The staining pattern obtained in the present study is similar 
to that found by others (Quina et al., 2005, Liu et al., 2009). According to the 
manufacturer, this antibody does not stain tissue from Brn-3a knockout mice 
and a recent study established that it reacted with expected band at 46kDa 
(Hudson et al., 2008). 
A number of laboratories showed that recoverin is expressed in a 
subset of bipolar cells (Milam et al., 1993, McGinnis et al., 1997, Haverkamp 
and Wassle, 2000, Haverkamp et al., 2003). The immunoreactivity obtained 
in our study with the rabbit antibody directed against recoverin revealed a 
pattern of immunoreactivity identical to that described in the mouse retina 
(Haverkamp et al., 2003, Gargini et al., 2007, Acosta et al., 2008). This 
antibody (Chemicon, Temecula, CA) recognized a single 26kDa band 
(manufacturer's technical information), in accordance to the reported size of 
recoverin (Yan and Wiechmann, 1997). 
Rabbit anti-cone transducin-α subunit (Santa Cruz Biotechnology, 
Santa Cruz, CA) was used to identify cone photoreceptors. The specificity of 
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this antibody was confirmed by pre-adsorption and western blot studies 
(Coleman et al., 2004); it recognizes a single band at 46kDa. 
All working dilutions and provenance are provided in Table 1. 
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Table 1: Antibodies. 
 
Antibody Immunogen Dilution Host Company 
CB1R 
A fusion protein with the sequence 
MKSILDGLADTTFRTITTDLLYVGSNDIQYEDIKGDMASKLG
YFPQKFPLTSFRGSPFQEKMTAGDNSPLVPAGDT of rat 
CB1R 
1/150 Rabbit C1233, Sigma-Aldrich; Oakville, ON 
FAAH Synthetic peptide from rat FAAH with the sequence ELCLRFMREVEQLMTPQKQPS 1/200 Rabbit 
101600, Cayman Chemical, 
Ann Arbor, MI 
Chx10 
The antibody was raised against the aa sequence 
PPSSHPRAALDGLAPGHL human Chx10(Martinez-
Navarrete et al., 2008) 
1/100 Goat 
Sc-21690, Santa Cruz 
Biotechnology, Santa Cruz, 
CA 
ChAT Human placental choline acetyltransferase 1/50 Goat AB144P, Chemicon, Temecula, CA 
Recoverin The full length recombinant human recoverin 1/200 Rabbit AB5585, Chemicon,Temecula, CA 
Cone 
transducin 
(Gαt2) 
A synthetic peptide with the sequence IDYAEVSCVD from 
bovine retina 1/200 Rabbit 
Sc-390, Santa Cruz 
Biotechnology, Santa Cruz, 
CA 
Syntaxin,clone 
HPC1 Synaptosomal plasma fraction of rat hippocampus 1/500 Mouse 
S0664, Sigma-Aldrich; 
Oakville, ON 
PKC Clone H7 
A synthetic peptide with the sequence 
DFEGFSYVNPQFVHPILQSSV from the human protein 
(Zabouri et al., (2010) 
1/500 Mouse 
Sc-8393, Santa Cruz 
Biotechnology, Santa Cruz, 
CA 
GS (Clone 
GS-6) The full protein purified from sheep brain 1/3000 Mouse 
MAB302, 
Chemicon,Temecula, CA 
Brn3a (Clone 
clone 5A3.2) 
Sequence : GGSAHPHPHMHGLGHLSHPAAAAAMNMPSGL
PHPGLVAA fused to the T7 gene 10 protein 1/500 Mouse 
MAB1585,Chemicon, 
Temecula, CA 
PCNA,Clone 
PC10 
Synthetic peptide with the sequence LVFEAPNQEK (Ino and 
Chiba, 2000) 1/500 Mouse 
M0879, Dako, Burlington, 
ON 
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Validity of the sequential labelings  
Validity of the sequential staining was verified for FAAH/Recoverin, 
FAAH/Cone-transducin and FAAH/CB1R co-labelings with two controls: 1) 
The second primary antibody was omitted yielding a strong staining with the 
goat secondary 488 but no staining with rabbit secondary 555; 2) The first 
secondary and second primary antibodies were omitted, yielding no signal for 
the goat secondary 488 and some low residual signal for the rabbit secondary 
555. An example is presented in panels D-L of Figure 1 for FAAH and 
recoverin immunolabeling. The first column presents the goat signal (green), 
the second column the rabbit signal (magenta), and the last column the 
merged signals. The first line (Panels D-F) shows the immunostaining with 
complete protocol: clear signals for both recoverin (D) and FAAH (E) can be 
seen and this co-labeling shows that FAAH and recoverin signals are 
overlapping (F). The second line (Panels G-I) illustrates the result of the first 
control for the same co-immunolabeling. As expected, there was a clear 
signal for recoverin (G and I) with very faint staining for FAAH (H and I). The 
last line (Panel J-L) presents the results for the second control where there 
was very little staining for both recoverin (J and L) and FAAH (K and L). Thus, 
these control data demonstrate that the sequential Fab fragment protocol 
remains specific even when there is a lot of non-overlapping between two 
proteins.  
One can note that nuclear staining seems to be present in some cells 
such as the bipolar cells shown in panels E and F. Nuclear staining is not 
expected given that FAAH is located in the endoplasmic reticulum and at the 
membrane. This expression was observed in young animals only (up to one 
month of life); consequently, one could question the specificity of our antibody 
in younger animals. In a previous study (Zabouri et al., 2011), we used 
western blot to investigate the age-dependent concentration change of FAAH 
with the same antibody; we observed that the same bands where visible at all 
ages. We are thus confident that the specificity of the antibody does not 
change with age. Furthermore, we also demonstrated that our protocol could 
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cause intracellular protein redistribution (Zabouri et al., 2011) probably due to 
a mixture of light fixation and permeabilisation (Goldenthal et al., 1985, Melan 
and Sluder, 1992, Mayor and Maxfield, 1995, Cinar et al., 2006). This leads 
us to believe that any nuclear staining observed in the present study is most 
probably due to the same artefacts as observed in Zabouri et al. (Zabouri et 
al., 2011) since the experiments were conducted together. The presence of 
this artifact has no impact on the study since we investigate FAAH expression 
within cell types rather than its subcellular distribution. 
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Figure 1: A and B: FAAH immunoreactivity in the retina of a wild type and a 
faah-/- knockout mouse C-K: Recoverin (C, F and I), FAAH (D, G and J) 
signals and their overlay (E, H and K) for the complete sequential protocol 
(panels C-E), for the control where the second primary antibody was omitted 
(panel F-H) and for the control where the first secondary and second primary 
antibodies were omitted (panel I-K). 
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Confocal microscopy  
The fluorescent specimens were visualized using a Leica TCS SP2 
confocal laser-scanning microscope. Images were acquired using a 40X oil-
immersion objective and were scanned at a 2048x2048 pixel resolution. 
Pictures of the central retina (within 200µm of the optic nerve head) and the 
periphery were taken. Matching images were captured in the Alexa fluo 
555/546, Alexa fluo 488/FITC and Alexa fluo 647 channels, pseudo colored, 
merged and exported using Leica LCS software (version 2.61). Throughout 
this study, retinal cell markers are always presented in green and blue while 
FAAH is shown in magenta for the double labelling or red for the triple 
staining. The pictures were taken sequentially to ensure no ‘bleed-through’ 
between channels. When the co-expression of FAAH and retinal cell markers 
was ambiguous, the presence or absence of co-labeling was demonstrated 
by taking z-stacks with optimized steps. This allowed the visualization of the 
cells in the X-Y, X-Z and Y-Z axes, thereby confirming the expression or the 
lack of FAAH in specific cell types. Pictures were selected to illustrate 
representative findings of the immunostaining at all ages studied. Contrast 
and brightness were adjusted when necessary using Adobe Photoshop 
(CS4). 
As no differences were observed in the expression of FAAH between the 
center and the periphery – with the exception of the expected delay in 
development (Rapaport et al., 2004) – only pictures of the central retina are 
presented in the results section. 
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Results  
Spatial and temporal patterns of expression of FAAH in the retina 
 The expression of FAAH was studied at different postnatal ages 
ranging between P1 and adult rats. Briefly, at P1, the retina is characterized 
by neuroblast, plexiform and ganglion cell layers (NBL, IPL and GCL 
respectively). The NBL contains mostly progenitor cells, dividing cells, 
differentiated but immature cones, horizontal and amacrine cells as well as a 
few rods (Fletcher and Kalloniatis, 1997, Sharma et al., 2003, Rapaport et al., 
2004). FAAH was already present at P1 in the rat retina, although its 
expression was rather scarce. It could be observed in a few cells in the 
deepest part of the NBL, as well as in the GCL (panel A, Figure 2). The rest 
of the NBL showed some fluorescence, although it was quite low in intensity. 
 Some amacrine, bipolar and Müller cells as well as rods are generated 
during the first week of life (Sharma et al., 2003, Rapaport et al., 2004). At 
P3⁄P5, FAAH immunoreactivity was largely upregulated as the 
immunopositive cells in the deepest part of the NBL and in the GCL 
presented an increased fluorescence. Some regularly spaced cells in the 
deepest part of the forming INL and in the GCL presented 
immunofluorescence in their cytosol and probably at the membrane with clear 
unmarked nuclei. Other somas in the GCL appeared completely stained 
(panels B and C). Moreover, a set of regularly spaced cell bodies, strongly 
reminiscent of horizontal cells, close to the upper part of the NBL (P3, panel 
B) or just below the forming IPL (P5, panel C) became immunopositive. At 
P5, some photoreceptors became immunopositive for FAAH in the forming 
ONL. Their distribution and morphology were indicative of cones (panel C). 
Between P5 and P7, FAAH immunofluorescence increased in the ONL, 
appearing in most photoreceptors although suspected cones were more 
strongly stained than other surrounding cells bodies (panel D). FAAH was 
also present in the forming OPL and just below, in the upper half of the INL. 
In the deepest part of this layer and in the GCL, FAAH expression remained 
essentially the same as that observed at P5.  
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 During the second week of life, one important process occurring is 
synaptogenesis and synaptic refinement (Weidman and Kuwabara, 1968, 
Kapfhammer et al., 1994), processes in which endocannabinoids are 
implicated (Kim and Thayer, 2001). The staining at P9 was very similar to that 
at P7, i.e., cells in the GCL strongly expressed FAAH. The enzyme was also 
present in a set of equally distributed cells in the deepest part of the INL. 
Cells in the upper half of this layer display a light immunoreactivity of FAAH. 
Photoreceptors also expressed this protein, with one subpopulation more 
intensely stained than the rest of the cell bodies, (panel E, Figure 2). At P11, 
FAAH expression in the GCL and INL remained stable while in the ONL, 
expression in the suspected cones increased and became more defined 
(panel F).  
 By eye opening (P12-14), the retinal structure is basically complete, 
albeit still immature. During the weeks following eye opening, several 
maturation processes take place, including synapse consolidation or 
elimination and cell death (see for review Reese, 2010). FAAH expression 
remained stable in the ONL and OPL throughout this period. In particular, it 
was strongly expressed in the inner segments, cell bodies, axons and 
synaptic pedicles of suspected cones (Panels G and H). The enzyme 
expression in rods also remained stable. In the INL, however, several 
changes occurred. At P13-P15, cells in the inner most part of the layer 
expressed FAAH strongly while those in the upper half showed a light 
expression. In addition, suspected horizontal cells were strongly 
immunoreactive for the enzyme. Around P15, the immunofluorescence in 
some cells closer to IPL was upregulated with respect to those closer to the 
OPL (Panel H). By P21, the expression in the upper half of the INL was 
increased even more and became more defined, while it remained stable in 
its inner part (Panel I). Expression of FAAH in regularly spaced cells bodies in 
the inner part on the INL and in the GCL was eliminated at P21. One week 
later, at P30, expression in the cells close to outer part of the INL appeared 
stronger and invaded the axon and synapses. From the morphology of these 
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cells, we assume that they are rod bipolar cells (Panel J). The timeline for this 
process was somewhat variable, as it was observed as early as P13 in some 
cases. In others, it was still absent at P21. However, for most animals, it 
started at P15 and was completed by P45. The expression in the rest of the 
INL was strongly down regulated between P21 and P30. This distribution of 
FAAH expression profile was maintained over the following weeks (Panel K) 
until adulthood, where only suspected rod bipolar cells expressed FAAH in 
the INL and OPL (Panel L). In the GCL, the expression of FAAH remained 
stable until P21 (panel I), at which point it was down regulated but remained 
present (panels J-L). 
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Figure 2: FAAH immunoreactivity in the developing rat retina. A-L: Vertical 
sections from P1 (A), P3 (B), P5 (C), P7 (D), P9 (E), P11 (F), P13 (G), P15 
(H), P21 (I), P30 (J), P45 (K) and adult (L) rat retinae. For all ages, confocal 
images were obtained from a single focal plan. NBL, neuroblast layer; ONL, 
outer nuclear layer; OPL, outer plexiform layer; INL, inner nuclear layer; IPL, 
inner plexiform layer; GCL, ganglion cell layer. Scale bar = 40µm 
 
154 
 
Identification of cell types expressing FAAH  
Expression of FAAH in early born neurons 
 At P0, the bulk of early-born neurons - horizontal, amacrine, ganglion 
cells, and cone photoreceptors- are differentiated, with very few of these 
neurons being generated after birth (Morest, 1970, Rapaport et al., 2004).  
 We investigated the presence of FAAH in these cell types. Examples 
of FAAH expression in horizontal and amacrine cells at various ages are 
presented in Figures 3 and 4, respectively. At P1, no expression of the 
enzyme could be observed in horizontal cells (Panel A, Figure 3). By P3 and 
until P7, a light expression, often concentrated in punctae could be detected 
in this cell type. Between P7 and P21, a clear somatic expression could be 
seen in horizontal cells (Panels D-L). Over the following two weeks however, 
this expression decreased (Panels M-O) and from P45, no expression could 
be seen in horizontal cells (Panels P-U).  
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Figure 3: FAAH immunoreactivity in horizontal cells. A-U: Vertical sections 
from P1 (A-C), P7 (D-F), P15 (G-I), P21 (J-L), P30 (M-O), P45 (P-R) and 
adult (S-U) rat retinae. Confocal micrographs of retinae co-immunolabeled for 
FAAH and cell-type-specific marker for the retinal interneurons (horizontal 
and amacrine cells), syntaxin. Each protein is presented alone in gray scale: 
FAAH in the 1st column and syntaxin in the 2nd, then the two are presented 
merged (3rd column – FAAH in magenta and syntaxin in green). Horizontal 
somas (stars) are immunonegative for FAAH at the youngest age (P1). They 
become positive for FAAH between P7 and P21, after which they lose their 
immunoreactivity for FAAH. Scale bar = 10µm. 
156 
 
At P1, FAAH was expressed in most amacrine cells (panels A-C, Figure 4). 
Starting around P3, a population of regularly dispersed cells stood out. They 
displayed immunofluorescence distributed over the cytosol and membrane. 
Because of the position and distribution of these cells, they were considered 
cholinergic amacrine cells (Panels D-F, stars). The remaining amacrine cells 
displayed a light immunofluorescence. This pattern of expression was 
maintained until P15 (Panels G-L). At P21, FAAH expression in amacrine 
cells was decreased but still present. Over the second month of life, no 
expression of FAAH was seen in amacrine cells (panels P to X). It is worth 
noting that two patterns of staining were observed for amacrine cells: in some 
cases, the whole cells were immunopositive (see for example panels A and 
C) while in others, FAAH was encapsulated in vesicle-like structures as 
presented in panels D and F of Figure 4. These patterns were mutually 
exclusive and present in about half of our sample regardless of the age. We 
could not determine if these two patterns were caused by an intrinsic change 
within the retina or an artefact produced by our tissue preparation procedure 
which was designed to maintain light fixation in order to preserve FAAH anti 
geneticity. This sort of protein relocalization artefacts have been previously 
reported by several authors (Goldenthal et al., 1985, Melan and Sluder, 1992, 
Mayor and Maxfield, 1995, Cinar et al., 2006) and correlated with a 
combination of light fixation and tissue permeabilization. However, this does 
not influence our findings since we investigated FAAH expression within cell 
types rather than its subcellular distribution. 
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Figure 4: FAAH immunoreactivity in amacrine cells. A-X: Vertical sections 
from P1 (A-C), P3 (D-F), P7 (G-I), P15 (J-L), P21 (M-O), P30 (P-R), P45 (S-
U) and adult (V-X) rat retinae. Confocal micrographs of retinae co-
immunolabeled for FAAH and cell-type-specific marker for the retinal 
interneurons (horizontal and amacrine cells), syntaxin. Each protein is 
presented alone in gray scale: FAAH in the 1st column and syntaxin in the 2nd, 
then the two are presented merged (3rd column – FAAH in magenta and 
syntaxin in green). FAAH immunopositive and immunonegative amacrine 
cells are indicated by arrows and arrow heads, respectively. Starts indicate a 
distinct population of amacrine cells. Scale bar = 10µm. 
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 The identity of the suspected amacrine cells was confirmed with co-
staining with the cholinergic cell marker ChAT (Figure 5). This marker 
identifies two distinct populations of cholinergic amacrine cells: OFF and ON-
starburst cells. The first group is characterised by somas situated in the INL 
and dendrites that form a narrow line defining the outer stratum of processes 
in the IPL. ON-starburst cells have their cell bodies in the GCL and their 
dendrites mark the inner stratum of processes in the IPL (Voigt, 1986). Both 
populations were analysed and both expressed FAAH at P1 (panels A-C). 
Between P3 and P15, both populations of cholinergic cells remained 
immunopositive for FAAH (panels D-L). Starting at P21, OFF-starburst cells 
became immunonegative (arrows in panels M-O), while most ON-starburst 
cells remained immunofluorescence (arrows heads, panels M-O). At P30 both 
populations of cholinergic cells were immunonegative (Panels P-R). Over the 
following month of life and into adulthood, all amacrine cells were 
immunonegative or showed a very light FAAH immunoreactivity (Panels S-X). 
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Figure 5: FAAH immunoreactivity in cholinergic amacrine cells. A-X: Vertical 
sections from P1 (A-C), P3 (D-F), P7 (G-I), P15 (J-L), P21 (M-O), P30 (P-R), 
P45 (S-U) and adult (V-X) rat retinae. Confocal micrographs of retinae co-
immunolabeled for FAAH and cell-type-specific marker for the retinal 
cholinergic interneurons, ChAT. Each protein is presented alone in gray 
scale: FAAH in the 1st column and ChAT in the 2nd, then the two are 
presented merged (3rd column – FAAH in magenta and ChAT in green). OFF 
and ON cholinergic amacrine cells are indicated by arrows and arrow heads, 
respectively. Scale bar = 10µm. 
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 Examples of FAAH expression pattern in GCL are displayed in Figure 
6. The spatial organization of FAAH expression in ganglion cells did not vary 
with time. The enzyme was expressed in large ganglion cells (stars, panels A 
to U), while in others it was not (arrows, panels A to U) It is be noted, 
however, that our data does not allow us to determine if FAAH was 
expressed in all large ganglion cells or in a sub-population. FAAH expression 
in large ganglion cells was present until adulthood, however, a decrease in 
the intensity of FAAH immunoreactivity could be noted after P7, suggesting a 
decrease in FAAH expression after that age (compare panels A to F). As 
reported in numerous studies, a normal decrease in the number of ganglion 
cells with age was seen (e.g. Farah and Easter, 2005 ). FAAH was also 
present in Brn3a negative somas situated in the GCL: these neurons were 
considered displaced amacrine cells (Xiang et al., 1995 - arrow heads, panels 
A to I).These cells could only be seen during the two first weeks of life (arrow 
heads, panels A to I) suggesting that they were not FAAH positive anymore 
(panels D to E). 
161 
 
 
Figure 6: FAAH immunoreactivity in the ganglion cell layer. A-U: Vertical 
sections from P3 (A-C), P7 (D-F), P15 (G-I), P21 (J-L), P30 (M-O), P45 (P-R) 
and adult (S-U) rat retinae. Confocal micrographs of retinae co-
immunolabeled for FAAH (magenta) and cell-type-specific marker for RGCs, 
Brn3a (green). In panel U, the horizontal and vertical insets show the 
reconstruction of the section in the X-Z and Y-Z plans respectively, along the 
white lines. Some RGCs are immunopositive for FAAH (stars) at all ages, 
while others are not (arrows). Other cells within the GCL (arrow heads), 
presumably displaced amacrine cells, are also immunopositive for FAAH 
across all ages. Scale bar = 10µm. 
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 Cones are the last class of early-born neurons to be generated 
(Rapaport et al., 2004). They did not express FAAH until P5 as shown in 
Figure 2, panels A to C. More detailed pictures of FAAH expression in cones 
are presented in Figure 7 (panels A-U). Around P5, FAAH was visible in the 
cell bodies of cone photoreceptors (stars; panels A-C). FAAH was also 
expressed in cone pedicles at P5 (data not shown) and its levels remained 
high throughout the entire time interval investigated. Over the following days, 
FAAH expression increased in the inner segments as they developed 
(arrows; panels D-I). Although cone morphology and distribution varied over 
the following weeks, FAAH expression reached adult-like pattern at P15 and 
remained the same until adulthood (panels J-U). 
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Figure 7: FAAH immunoreactivity in cone photoreceptors. A-U: Vertical 
sections from P5 (A-C), P7 (D-F), P15 (G-I), P21 (J-L), P30 (M-O), P45 (P-R) 
and adult (S-U) rat retinae. Confocal micrographs of retinae co-
immunolabeled for FAAH and cell-type-specific marker for the cones, cone-
transducin. Each protein is presented alone in gray scale: FAAH in the 1st 
column and cone transducin in the 2nd, then the two are presented merged 
(3rd column – FAAH in magenta and cone transducin in green). Cones 
become immunopositive for CB1R at P5 and remain so throughout 
development and into adulthood. CB1R is expressed in the inner segments of 
the cone (arrows), as well as the cell body (stars). Scale bar = 10µm. 
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Expression of FAAH in late-born neurons 
 During the first week, several developmental processes coincide. Late-
born neurons are generated from progenitor cells mostly after birth and give 
rise to different classes of retinal cells: bipolar and Müller cells, as well as rod 
photoreceptors (Morest, 1970, Rapaport et al., 2004).  
 PCNA was expressed in the retina between P1 and P7 (Figure 8). At 
P1, it was present in Progenitor cells undergoing mitosis at the apical surface 
and interphase progenitors located more basally (panels A-C, G-I, and M-O). 
Neither mitotic cells (stars; panel A-C) nor progenitor cells (arrows; panel D-F) 
expressed FAAH at P1. The same pattern was visible at P3 and P5, although 
the number of dividing cells decreased rapidly, as expected (panels J-L and 
P-R). At these two time points, however, the somas of mitotic cells appeared 
surrounded with FAAH positive fibres (panels G-I and M-O). From the 
morphology and the position of those fibres as well as the developmental 
timeline, these structures could either be the neurepithelial–like processes 
described by Morgan et al., (2006) which represent the future dendrites of 
bipolar cells or processes from young Müller cell. At P7, the few neuroblasts 
left showed a light immuno-fluorescence for FAAH (arrow heads, panel S-U). 
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Figure 8: FAAH immunoreactivity in retinal progenitor and mitotic cells. A-U: 
Vertical sections from P1 (A - F), P3 (G - L), P5 (M - R), P7 (S - U) rat retinae. 
Confocal micrographs of retinae co-immunolabeled for FAAH (1st column in 
gray scale and 3rd column in magenta) and cell-type-specific marker for the 
retinal progenitor and mitotic cells, PCNA (2nd column in gray and 3rd column 
in green). Mitotic cells (stars) are not FAAH positive as long as they exist in 
the postnatal period, namely until P5-6. Neuroblasts are not FAAH positive 
(arrows) until P5, then they become immunoreactive to the enzyme FAAH at 
P7. Scale bar = 10µm. 
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 FAAH expression in bipolar cells is presented in Figures 9 and 10. We 
used PKC as a marker for rod bipolar cells, along with Chx10, a nuclear 
marker of all bipolar cells. Consequently, as seen in Figure 9, Chx10-only 
positive cells, in blue, would be cone bipolar cells, while Chx10 and PKC 
positive cells, in green/blue, would be rod bipolar cells, and PKC-only positive 
cells, in green, would be PKC-positive amacrine cells. At P3, most cells did 
not expressed FAAH (arrows, Fig.9A), but some showed immunopositivity for 
the enzyme (arrow heads). At P7, an increase in FAAH immunoreactivity in 
the upper part of the INL, comprising both cone and rod bipolar cells, was 
observed (Fig.9B; see also Fig.2D). Between P13 and P30, FAAH expression 
in cone bipolar cells was progressively downregulated, whereas that in rod 
bipolar cells was up regulated (Fig.9C to E upper panels). Over this period, 
FAAH expression in rod bipolar cells was targeted to the membrane and 
distributed in the soma, axon and synapses (Fig.9C to E lower panels) but 
was not present in the dendrites. It should also be noted that the time point at 
which this redistribution happened was relatively variable. In some animals it 
was already present at P13, whereas in others it was not completed at P30. 
However, for most animals, this pattern was observed by between P15 and 
P21. For the second month of life, the expression of FAAH in bipolar cells 
remained stable (Fig.9F and G). 
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Figure 9: FAAH immunoreactivity in bipolar cells. A-G: Vertical sections from 
P3 (A), P7 (B), P15 (C), P21 (D), P30 (E), P45 (F) and adult (G) rat retinae. 
Confocal micrographs of retinae co-immunolabeled for FAAH (red) and cell-
type-specific marker for the bipolar Chx10 (blue) and a third marker specific 
for rod bipolar and a subtype of amacrine cells, PKCα (green. Each protein is 
presented alone in gray scale: FAAH in the 1st column, PKC in the 2nd  and 
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Chx10  in the 3rd, then all the proteins are presented merged (3rd column – 
FAAH in red, PKC in green and Chx10 in blue). The upper panels of line  
depict the cell bodies of bipolar cells, the cells immunopositive for both Chx10 
and PKCα are rod bipolar cells (stars), while those cells immunoreactive for 
Chx10 (arrows and arrow heads) are cone bipolar cells. The lower panels 
display the synaptic terminals of rod bipolar cells in IPL. Scale bar = 10µm
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Recoverin was used as a marker to investigate FAAH expression in ON and 
OFF cone bipolar cells. This marker was chosen because it is present in type 
2 and type 8 OFF and ON-cone bipolar cells (Euler and Wassle, 1995, Chun 
et al., 1999) respectively, thereby allowing us to evaluate whether FAAH 
expression was expressed according to the type of cone bipolar cell. 
Examples of recoverin positive cells are shown in Figure 10 (panels A to F) 
during development. With this marker, bipolar cells are not clearly discernable 
until the OPL is formed (Sharma et al., 2003). At P7, most recoverin neurons 
were expressing FAAH (stars, panels A). By P15, however, one can see that 
all recoverin positive cells were expressing FAAH (panels B). This 
demonstrates that at this age, both ON and OFF bipolar cells expressed 
FAAH. The staining of the somas remained the same at P21 and 30. By P45 
and into adulthood, expression of FAAH was strongly down regulated if not 
completely absent (panels E and F). FAAH was never observed at recoverin 
positive axon terminals regardless of their type (Lower panels A-F). 
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Figure 10: FAAH immunoreactivity in types 2 and 8 cone bipolar cells. A-L: 
Vertical sections from P7 (A), P15 (B), P21 (C), P30 (D), P45 (E) and adult 
(F) rat retinae. Confocal micrographs of retinae co-immunolabeled for FAAH 
(magenta) and cell-type-specific marker for the types 2 and 8 of cone bipolar 
cells, recoverin (green). The upper panels depict the cell bodies of FAAH 
positive (stars) and negative (arrow heads) bipolar cells of. The lower panels 
display the synaptic terminals of types 2 OFF (arrows) and 8 ON (arrow 
heads) cone bipolar cells in IPL. Scale bar = 10µm. 
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Rods constitute the vast majority of photoreceptors in the rat’s retina 
(99% of the photoreceptors are rods - La Vail, 1976 ). We showed in Figure 1 
that some photoreceptors were more intensely immunopositive for FAAH and 
suggested that these cells were cones. This was verified using a cone 
specific marker that also allowed us to analyse the surrounding cells, which 
were thus considered as rods. These cone-transducin immune-negative cells 
also expressed FAAH (Figure 7) albeit to a smaller extend than cones. 
Around P5, a light immunofluorescence could be discerned in rods, but was 
very close to the background signal (Figure 7, panels A-C). By P7, the 
immunofluorescence in rods increased above background level and remained 
stable over the following weeks of development and maturation (panels D-U). 
 Müller cells are glial cells and the most important support cells in the 
retina. They are generated late in development and start to express GS 
around P5 (Riepe and Norenberg, 1978). FAAH was never expressed in 
Müller cells (Panels A to R, Figure 11). 
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Figure 11: FAAH immunoreactivity in Müller cells in. A-F: Vertical sections 
from P7 (A-C), P15 (D-F), P21 (G-I), P30 (J-L), P45 (M-O) and adult (P-R) rat 
retinae. Confocal micrographs of retinae co-immunolabeled for FAAH (1st 
column in gray scale and 3rd column in magenta) and cell-type-specific 
marker for glial Müller cells, glutamine synthetase (GS - 2nd column in gray 
scale and 3rd column in green). FAAH is never express in Müller cells 
(arrows), regardless of the age. Scale bar = 10µm. 
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Comparison of the temporal profiles of FAAH and CB1R expression 
 Figure 12 shows the timelines of FAAH and CB1R expressions in all 
retinal cells studied. This timeline was constructed from co-immunolabeling of 
CB1R and FAAH, and from detailed analysis of the expression of both 
proteins in each cell type. One can see over the first two week of life, there is 
a great deal of overlapping in the expression of these two proteins. In details, 
over the first week of life, CB1R and FAAH were both expressed by 
horizontal, amacrine and ganglion cells as well as cones. During the second 
week on life, they were still co-expressed, although FAAH upregulation and 
CB1R down regulation in rod bipolar cells were perceptible at P15. From P15 
and on, the amount of overlap in the expression of FAAH and CB1R 
progressively decreased. During the third and fourth weeks of life, CB1R and 
FAAH co-expression was maintained in cones, but decreased in the INL. In 
the latter, FAAH presence was progressively eliminated from all somas but 
rod bipolar cells, while CB1R was expressed in horizontal cells, recoverin 
positive cone bipolar cells, and some amacrine cells. These data are 
summarized in panel F for all ages and cell types. Overall, one can observe 
that for the most part, CB1R and FAAH expression overlapped spatially 
during early postnatal development in all neuronal cell types except rods and 
Müller cells. In adult retinal, however, this overlap was greatly decreased, as 
it concurred only in two cell types (cones and ganglion cells). 
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Figure 12: Comparison of CB1R and FAAH expression. A-E: Vertical sections from P1 (A), P7 (B), P15 (C), 
P21 (D), P30 (E) rat retinae. Confocal micrographs of retinae co-immunolabeled for CB1R (green) and FAAH 
(magenta). Scale bar = 10µm. F: summary of CB1R (■) and FAAH (■) overlap or lack thereof over the period 
investigated (P1-Adulthood). 
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Discussion 
This study is the first one investigating the expression of FAAH, a key 
regulator of the eCB system, during postnatal development of the rodent 
retina. Using immunohistological staining, we showed that the pattern of 
expression of FAAH varies during postnatal development and maturation of 
the retina. Our data presents evidence of an early and widespread expression 
of FAAH, i.e. most cell types expressed the enzyme, though most 
demonstrated a transient expression. Around P3, FAAH was expressed by 
early-born neurons such as cones, horizontal and ganglion cells as well as 
some amacrine cells. This expression was absent from interneurons by the 
end of third week of life. Late-born neurons such as rod photoreceptors also 
expressed FAAH but to a smaller extent than cones. Both ON and OFF 
recoverin positive cone bipolar cells displayed a transient expression of FAAH 
between P7 and P30, whereas rod bipolar cells started expressing the 
enzyme around P15 and remained immunopositive into adulthood. Overall, 
these data, and particularly the pronounced redistribution of FAAH and 
transient nature of its expression in most cell types, suggest that the 
endocannabinoid system could be specifically involved in developmental 
and/or maturational processes, as well as information processing in adult 
retina. In brain regions such as hippocampus, the enzyme FAAH is 
predominantly linked to the metabolism of AEA which is the main eCB ligand 
found in this structure in adults animals (Berrendero et al., 1999). A different 
picture is seen at the retinal level as 2-AG is found in much higher 
concentration than AEA (by a factor of 25) in several adult animal models 
(Bisogno et al., 1999, Chen et al., 2005). In the rat retina, reports indicate that 
AEA is either present at low concentration (Nucci et al., 2007) or simply 
absent (Straiker et al., 1999). Given that FAAH is capable of degrading 2-AG 
(Goparaju et al., 1998, Ueda et al., 1998), it may well be that the close 
relation between AEA and FAAH found in brain regions does not stand in the 
retina. Consequently, FAAH could be as well involved in regulating retinal 2-
176 
 
AG concentration or other, less characterized, eCBs as has been proposed 
by Di Marzo and Maccarrone (2008) in a recent review. 
In contrast to classical neurotransmitters, eCBs, are rather produced 
locally at the moment of their intended action. This model places the enzymes 
responsible for biosynthesis and degradation of eCBs as critical regulators of 
their signalling. We established the temporal variation of the total amount of 
FAAH in our previous study (Zabouri et al., 2011). This variation followed a 
bimodal profile as the total amount of the enzyme decreased during the first 
week of life, before being upregulated during the second one. In conjunction 
with our immunohistological data, this timeline suggests that during the first 
week of life, there was a redistribution of FAAH, as the pool of cells 
containing FAAH increased (addition of horizontal cells at P3 for example). 
The production of the enzyme increased during the second week of life as 
more cell types became FAAH positive. After the second week, FAAH was 
again redistributed as its expression progressively disappeared from most cell 
types and became extremely strong in rod bipolar cells.  
 
FAAH expression during retinal development 
Postnatal retinal development has been well studied and described by 
several groups, using different techniques (Fletcher and Kalloniatis, 1997, 
Koulen, 1997, Rich et al., 1997, Sharma and Johnson, 2000, Hack et al., 
2002, Sharma et al., 2003, Rapaport et al., 2004). The order of the events 
described here is in line with those reports and has been described in details 
in our previous paper (Zabouri et al., 2011). 
 
RGCs and amacrine cells 
FAAH is expressed in most early-born neurons by P3. Our data 
demonstrate that the enzyme was expressed in some ganglion cells and that 
this pattern did not vary over time. Its presence in large ganglion cells has 
been previously reported in adult mice and Sprague-Dawley rats (Yazulla et 
al., 1999, Hu et al., 2010). The expression of FAAH in the nerve fibre layer 
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increased over the second month of life (data not shown). This expression is 
consistent with the demonstrated contribution of eCBs in the establishment of 
proper axon targeting in the visual system (Argaw et al., 2011) and other 
sensory systems (Li et al., 2009).  
The transient expression of FAAH during development suggests that 
eCBs need to be controlled in the close environment of temporarily 
expressing FAAH cells. Such transient expression was observed in amacrine 
cells. It was present early on in most amacrine cells, and in particular, in ON 
and OFF cholinergic amacrine cells during the first two weeks of life. One can 
thus propose that eCB may be involved in developmental processes taking 
place within the inner retina, such as synapse establishment (Schubert et al., 
2008), refinement of ganglion cells dendrites (Kim et al., 2010), and retinal 
spontaneous waves (see the section on Functional considerations). 
Moreover, a recent study demonstrated that cholinergic amacrine cells 
showed evidence of plasticity during early postnatal development (Zhang et 
al., 2005), a process in which eCBs could be involved.  
In non-cholinergic amacrine cells, two patterns of expression were 
observed, namely a vesicle-like pattern. The association of FAAH with 
cytoplasmic vesicle has been reported during postnatal hippocampal 
development (Morozov et al., 2004). In accordance with that study, we do not 
report any age relation between FAAH cytosolic vesicle-like distribution and 
postnatal development.  
 
 
Cones and horizontal cells 
FAAH emerged in horizontal cells early during postnatal development, 
between P1 and P3. It remained stable through the first two weeks of life, 
after which it was greatly down regulated. As stated before, this transient 
expression suggests that eCBs need to be controlled in the close 
environment of these cells during development. FAAH absence from 
horizontal cells in adult retina is in agreement with a recent study on the 
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expression of the eCB system in adult mouse retina (Hu et al., 2010). 
However, it is in disagreement with Yazulla et al. (1999), who reported a light 
expression of FAAH in rat horizontal cells. Since all three studies used 
antibodies tested against KO animals, these differences cannot be accounted 
for by a lack of antibody specificity. A more plausible explanation would be 
that this discrepancy comes from a species/strains difference. Yazulla et al. 
(1999) used albino rats, which have been shown to have anatomically and 
functionally different retinae from pigmented animals (Crespo et al., 1985, 
Rachel et al., 2002, Heiduschka and Schraermeyer, 2008). 
FAAH appeared later in cones (around P5), in their cell bodies and 
pedicles and remained strongly present into adulthood. In this cell type, FAAH 
and CB1R were co-expressed. These data are in agreement with previous 
findings reported by Yazulla et al.  (1999) and Hu et al. (Hu et al., 2010). 
Given the role of CB1R in retrograde signalling (see for review Kreitzer and 
Regehr, 2002 ), the presence of the degradative enzyme in the same cell as 
the receptor is logical. Since the timing of CB1R and FAAH expressions 
coincides with the appearance of the first cone-horizontal cell synapses in the 
forming OPL (Dhingra et al., 1997, Rich et al., 1997, Hack et al., 2002), one 
could hypothezise that the eCB system may modulate early glutamatergic 
transmission between cone photoreceptors and horizontal cells (starting 
around P2 - Raven et al. (Raven et al., 2008)). This type of transmission is 
considered to participate in the organization of horizontal cell dendritic trees. 
This hypothesis is further supported by the fact that eCBs have been shown 
to modulate synaptogenesis in the hippocampus (Kim and Thayer, 2001). 
Another putative hypothesis is that horizontal cells could also affect cone 
development, as they are likely to modulate cone synaptogenesis and mosaic 
organization through GABAegic transmission (Schnitzer and Rusoff, 1984, 
Fletcher and Kalloniatis, 1997, Mitchell et al., 1999, Fei, 2003). However, a 
recent study reported only very subtle changes in the retina of animals in 
which GABA production was selectively knocked out of horizontal cells during 
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their development (Schubert et al., 2010), making the above mentioned 
hypothesis less attractive.  
 
FAAH expression in late-born cells 
All groups of late-born cells, except glial cells, expressed FAAH around 
P5-P9, a period which corresponds to developmental processes such as cell 
migration, subtype identity acquisition and morphological changes (Sharma et 
al., 2003, Morgan et al., 2006). Neuroblasts soma expressed FAAH lately 
(around P7). 
Using a marker for all bipolar cell types in conjunction with one for rod 
bipolar cells only, we were able to differentiate cone and rod bipolar cells. 
Some cone bipolar cells transiently expressed FAAH during the first month of 
life. Conversely, the enzyme expression in rod bipolar cells appeared toward 
the end of the second week of life, and reached adult-like expression one 
month later. The presence of FAAH in adult rod bipolar cells only is at odds 
with the findings of Yazulla et al. (1999) who reported FAAH expression in at 
least one type of cone bipolar cells, and its absence from rod bipolar cells in 
Sprague-Dawley rats. This study and ours were conducted using antibodies 
raised against similar antigens that were both tested on FAAH knockout mice 
generated in Dr Cravatt laboratory (Cravatt et al., 2001, see Methods). Thus, 
differences in FAAH distributions are not likely to be caused by the lack of 
specificity of the antibodies. It could arise from strain or protocol differences. 
To investigate this, we replicated our experiments in Sprague-Dawley rats. 
FAAH expression was clearly found in rod bipolar cells (as in pigmented rats) 
and in some cone bipolar cells, as in Yazulla et al. (1999 - data not shown). 
This partial agreement suggests that FAAH is not equally revealed by all 
antibodies. In support of this last statement, we found a comparable 
distribution in pigmented rats using another FAAH antibody raised against the 
N–terminal portion of the protein (Alpha diagnostics). Overall, these data 
suggest that the enzyme is probably present in both cell types.  
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To investigate whether the eCB system could affect the development 
and signalling of both ON and OFF bipolar cells, we studied FAAH expression 
in ON and OFF recoverin positive cells. During the second and third weeks of 
life, all recoverin positive cells were immunoreactive for FAAH, after which 
they lost their immunoresponsiveness to this enzyme. These results suggest 
that the eCB system could be involved in the maturational processes of these 
cells. Indeed, during the second week of life, bipolar cells and photoreceptors 
develop the complete machinery to communicate (Sherry et al., 2003). The 
transient presence of elements of the eCB system in bipolar cells during this 
period supports their involvement in developmental processes, whether 
directly in synaptogenesis, as reported elsewhere (Kim and Thayer, 2001) or 
simply as an activity regulator.  
Rod photoreceptors started to express FAAH around P7 and remained 
immunoreactive into adulthood. This data, cumulated with FAAH expression 
in rod bipolar cells raises the possibility that the rod pathway could control the 
eCB degradation and modulate for example, CB1R activity in cones (Yazulla 
et al., 1999, Fan and Yazulla, 2003, Struik et al., 2006), thereby modulating 
the signal transfer from cones to bipolar cells.  
 
Functional considerations 
During the first week of life, spontaneous activity could be an important 
mechanism by which visual map refinement occurs in thalamic nuclei (see for 
review Torborg and Feller, 2005). 
Spontaneous discharges have been shown to originate from cholinergic 
amacrine and ganglion cells (Feller et al., 1996, Stacy et al., 2005); two cell 
types expressing CB1R (Zabouri et al., 2011) and FAAH during the first week 
of life. ACh is the major excitatory input onto ganglion cells in the developing 
retina, acting via nicotinic receptors and affecting the spontaneous bursting 
activity of these cells (Feller et al., 1996, Sernagor and Grzywacz, 1996). 
Although no studies were conducted during development, this 
neurotransmitter was shown to be modulated by eCB signalling in the adult 
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cortex (Degroot et al., 2006). We previously proposed the hypothesis that a 
propagating wave of spontaneous activity could cause local changes in eCB 
concentration, which would in turn limit the spread of spontaneous activity 
through CB1R activation (Zabouri et al., 2011). The data presented here 
demonstrate that cholinergic amacrine cells are well-suited to modulate CB1R 
activity during the days when spontaneous activity occurs, thereby further 
supporting this hypothesis.  
Given the fact that during developmental and maturational stages, 
CB1R and FAAH are often found in the same cell types, a pattern that is 
seldom found in the adult retina, we suggest that this system is self-regulated 
during development. This idea has been raised by Harkany et al (Harkany et 
al., 2008) who demonstrated that synthetic enzymes and CB1R were 
expressed in the same cells in developing neurons.  
The adult pattern we reported, i.e. the fact that FAAH and CB1R are not 
expressed in the same cells (with the exception of cones and some ganglion 
cells), is in agreement with that described in the retina (Yazulla et al., 1999, 
Hu et al., 2010) and elsewhere in the nervous system (Egertova et al., 1998). 
Since for most cells, FAAH and CB1R appear mutually exclusive it may be 
that eCBs play a role in cell to cell communication. 
 
Conclusion 
This study revealed the presence of FAAH in retinal cells of developing and 
mature rats. We showed that there is a redistribution of FAAH expression 
from birth to adulthood, which supports the notion that this enzyme is involved 
in developmental processes. In addition, the overlap of FAAH and CB1R 
expression patterns in young animals suggests that retinal cells autoregulate 
CB1R activation during the course of development. Such autoregulation is not 
likely to occur in adult animals given the absence of overlap expression. 
Overall these findings indicate that, as shown in other structures of the brain, 
the eCB system is likely to play an instrumental role in the development and 
function of the retina. 
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Abstract 
The presence of cannabinoid receptor type 1 (CB1R) has been demonstrated in 
the adult retina of rodents. It is expressed in cones, horizontal, bipolar, some 
amacrine and ganglion cells. Functional in vitro studies have demonstrated an 
effect of CB1R activation on the response and synaptic release of cones. It has 
also been showed that CB1R could affect bipolar cells response. No such data 
are available for CB2R despite the recent demonstration of CB2R mRNA and 
protein presence in the retina.  In the present study, we investigated the 
consequences of removing either CB1R or CB2R in the retina of transgenic mice 
by recording electroretinographic responses (ERG). Our results indicate that the 
amplitude of the a- and b-waves of the ERG is increased in cnr2-/- mice in 
scotopic conditions, while it remains unchanged in cnr1-/- mice. However, cnr1-/- 
mice only displayed an abnormal temporal profile for the b-wave. Under photopic 
conditions, our data revealed an abnormal retinal adaptation to light for cnr2-/- 
animals. No effect was observed in cnr1-/- mice. These data demonstrate that 
both receptors are involved in shaping the retinal response to light and suggest 
that they have different roles in retinal processing.  
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Introduction 
In the last decades, several studies have investigated the endocannabinoid 
(eCB) system and its functional role in the retina. Recent anatomical data have 
shown a substantial expression of both cannabinoid receptor types 1 (CB1R - 
Yazulla et al., 1999; Hu et al., 2010; Zabouri et al, 2011a) and 2 (CB2R - Lu et 
al., 2000; Lopez et al., 2010) as well as other elements of the eCB system (Hu et 
al., 2010; Zabouri et al, 2011b) in the adult retina. CB1R expression was 
particularly well studied and its pattern of expression was established in several 
species, ranging from fish to primates (Straiker et al., 1999; Yazulla et al., 2000; 
Leonelli et al., 2005; Lalonde et al., 2006; Nucci et al., 2007; Warrier and Wilson, 
2007; Hu et al., 2010; Zabouri et al, 2011a and see Yazulla, 2008 for review). 
Briefly, CB1R is present in cones (Straiker et al., 1999; Yazulla et al., 1999; 
Zabouri et al, 2011a), horizontal cells (Hu et al., 2010; Zabouri et al, 2011a), 
some bipolar (Yazulla et al., 1999; Leonelli et al., 2005; Hu et al., 2010; Zabouri 
et al, 2011a) and amacrine cells (Yazulla et al., 1999; Leonelli et al., 2005; 
Warrier and Wilson, 2007; Hu et al., 2010; Zabouri et al, 2011a) and ganglion 
cells (Straiker et al., 1999; Yazulla et al., 1999; Leonelli et al., 2005; Lalonde et 
al., 2006; Yazulla, 2008; Zabouri et al, 2011a). The presence of CB2R is not as 
well characterized as only two studies (Lu et al., 2000; Lopez et al., 2010) have 
established its presence in the retina. In the first Lu et al. (2000) demonstrate the 
presence of the mRNA of the CB2 receptor in the retina, but its exact distribution 
was not determined. In the second, Lopez et al. (2010) detected the CB2R 
protein using immunohistochemical techniques and CB2R was localized, using 
cell morphology and position, in the inner segment of photoreceptors, horizontal, 
amacrine, displaced amacrine and ganglion cells. 
In addition to this, both CB1R and CB2R have been associated with development 
and maturation of the CNS in structures such the hippocampus, the cerebellum, 
the cortex and the retina, among others. In particular, recent data from our 
laboratory showed a redistribution of both CB1R and FAAH during retinal 
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postnatal development, thereby suggestion a role for this system in retinal 
development (Zabouri et al, 2011a, b). 
Functional studies have demonstrated that CB1R activation affects cone 
photoreceptors’ response to light (Fan and Yazulla, 2003; Straiker and Sullivan, 
2003) and synaptic release (Fan and Yazulla, 2007). This receptor may also 
modify bipolar cells synaptic release through the modulation of calcium currents 
(Straiker et al., 1999) as well as the temporal characteristics of their responses 
via a modulation of potassium rectifying currents (Yazulla et al., 2000). In 
addition, CB1R activation can modulate GABAergic release from amacrine cells 
(Warrier and Wilson, 2007) and impact excitability of cultured ganglion cells 
(Lalonde et al., 2006). The effect of activating CB2R in the retina remains 
unknown. All studies aimed at unveiling the functional role of CB1R were carried 
out in vitro, in non-mammalian species. To our knowledge, there are no studies 
which investigated the role of eCB receptors in mammals, nor in vivo 
preparations. In the present study, we have investigated the functional 
consequences of removing either CB1R or CB2R in the retina of transgenic mice 
(cnr1-/- and cnr2-/-) by comparing the electroretinogram (ERG) of WT and KO 
mice. Our results suggest that both receptors are involved in a different way in 
retinal processing. 
 
Materials and Methods 
Animals 
All procedures were in accordance to the guidelines set out by the Canadian 
Council on Animal Care and the ARVO Statement for the Use of Animals in 
Ophthalmic and Vision Research and were approved by the ethics committee on 
animal research of the Université de Montréal. CB1R, CB2R transgenic mice and 
their appropriate wild type counter parts were obtained from Beat Lutz (Institute 
of Physiological Chemistry and Pathobiochemistry, University of Mainz, 
Germany) and Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA), respectively. The 
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colonies were maintained in-house. The animals were kept under a normal 
lighting environment (12 hours dark/12 hours light). 
 
Electroretinography 
The age of animals at the date of the ERGs recording was between 3 and 4 
months. ERG recordings were performed as previously reported (Plaziac et al., 
2003). Briefly, after a 12-hour period of dark adaptation, mice were anaesthetized 
with an intramuscular injection of ketamine (85 mg/kg) and xylazine (5 mg/kg). 
Pupils were dilated with a drop of 1% cyclopentolate hydrochloride. The mice 
were then positioned in a ganzfeld which housed a photostimulator (PS33plus, 
Grass Instruments). The ERGs were recorded with a silver electrode inserted in 
a custom-made corneal lens adapted for mice (Sagdullaev et al., 2004). 
Reference and ground electrodes (E2 subdermal electrode; Grass Instruments) 
were inserted subcutaneously at the base of the head. Broadband ERGs 
(bandwidth, 1–1000 Hz; 10,000x; P511, Grass, West Warwick, RI) and oscillatory 
potentials (bandwidth, 100-1000 Hz; 50,000x) were recorded simultaneously. 
Signals were fed to an analogue-digital interface (1401, CED, Cambridge, UK) 
and were acquired using the software Signal (v.3.01x, CED, Cambridge UK). 
Scotopic luminance-response functions were obtained in response to 
progressively brighter stimuli spanning a 4.4 log-unit range (interstimulus interval: 
10s; average: 5 flashes; intensity interval -3.0 to 1.4 log cd.s.m-2). The photopic 
(cone-mediated) signal was recorded thereafter: ERGs were recorded every 5 
min for 20 minutes under a photopic background of 30 cd.m-2 (flash intensity: 1.4 
log cd.s.m-2; interstimulus interval: 1s, averaged over 20 flashes). 
 
Analysis 
Analysis of the ERG waveforms was performed according to standard practice 
(Marmor et al., 2009). The amplitude of the a-wave was measured from baseline 
to the most negative trough, whereas that of the b-wave was measured from the 
trough of the a-wave to the highest positive peak of the retinal response. Implicit 
times were measured from flash onset to the peak responses. Scotopic 
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luminance-response function curves were obtained by plotting the amplitude of 
the b-wave against the intensity of the flash used to evoke each response. The 
rod V-max value (maximum rod-mediated response) was defined as the 
amplitude of the b-wave measured when the a-wave appeared clearly on the 
ERG. The mixed V-max referred to the highest evoked b-wave. The amplitude of 
each oscillatory potential (OP) was measured. OP amplitudes were reported as 
the sum of the OPs (OP1/2 + OP3 + OP4 + OP5 in scotopic conditions and OP1 + 
OP2 + OP3 in photopic conditions). Statistical analysis was performed using 
either repeated measures ANOVA or one-way ANOVA and Dunnett post hoc test 
(SPSS 19, IBM, Somers, NY). In some cases, an independent Student t-test was 
used.  
 
Tissue Preparation 
Mice were sacrificed after the recordings by an overdose of Isoflurane. One eye 
was immediately removed for Western blot analysis. The retina was dissected on 
ice and promptly frozen. 
 
Western blot 
Retinas were homogenized in RIPA lysis buffer, supplemented with a protease 
inhibitor mixture (Aprotinin, Leupeptin, Pepstatin - 1:1000 - and 
Phenylmethylsulfonyl fluoride - 0.2 mg/ml -; Roche Applied Science, Laval, QC) 
then centrifuged and the supernatant was extracted and stored. Protein contents 
were equalized using a BCA Protein Assay kit (Thermo Scientific Pierce BCA 
Protein Assay Kit, Fischer scientific, Ottawa, ON). Twenty to thirty micrograms of 
protein/sample of the homogenate were resolved on a 10% SDS-polyacrylamide 
gel electrophoresis, transferred onto a nitrocellulose membrane filter (BioTrace 
NT, Life sciences, Pall Corporation, Pensacola, Florida, USA), blocked 5% skim 
and incubated overnight with the primary antibodies, namely: anti-CB1R, anti-
CB2R, anti-MGL, anti-FAAH, anti-DAGLα, anti-NAPE-PLD and anti-GAPDH, the 
last antibody was used to ensure the proper loading. The following day, the blot 
was exposed to the appropriate secondary antibody (Jackson Immunoresearch 
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Laboratories, West Grove, PA). Detection was carried out using homemade ECL 
Western blotting detection reagents.  
Densitometric analysis was performed using Scion Image software 
(version 4.03) on scanned films obtained from a series of three independent 
Western blots, each performed with retinal samples from distinct experimental 
groups. 
 
Results 
The dark adapted retinal function 
Representative examples of scotopic ERG responses in wild type (WT), C 
cnr1-/- and cnr2-/- animals are illustrated in figure 1. Close inspection of the 
waveforms revealed no change in the cnr1-/- mice (compare panels A and B) and 
increased amplitudes of both the a- and b-waves in cnr2-/- mice (compare panels 
A and C). The averaged responses ± SEM are presented as a function of flash 
intensity for both ERG components in the panels D and E. A significant change in 
the a-wave amplitude was observed at all intensities in cnr2-/- mice only 
(repeated measures ANOVA with Dunett posthoc, for intensities -0.17 to 1.37 log 
cd.s.m-2, p=0.991 for cnr1-/- and 0.032 for cnr2-/- mice). The amplitude of the b-
wave (panel E) was not changed in cnr1-/- mice but increased in cnr2-/- mice at 
specific intensities (one-way ANOVA, with Dunett posthoc for intensities -0.03 to 
0.73 log cd.s.m-2, p≤0.05 for cnr2-/- mice). 
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Figure 1: Representative scotopic ERGs (A–C) recorded in wild type (A), cnr1-/- 
(B) and cnr2-/- mice (C). The ERG a- and b-waves are indicated on the top trace 
in A with horizontal and vertical arrows, respectively. Progressively brighter 
flashes (bottom to top) indicated to the right of the traces as the log intensity 
(cd.s.m–2) were used to establish the luminance-response function of each 
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animal. D, E, The amplitudes of scotopic ERG a- (D) and b- (E) waves are 
plotted as a function of flash intensity to compute the luminance-response 
function curve for each waveform. The values are means ± SEM from all animals 
in each group (wild types: open circles, N=16; cnr1-/-: grey circles, N=15; cnr2-/-: 
closed circles, N=15). The cnr2-/- mice displayed significantly higher amplitudes 
for all intensities for the a-wave (repeated measures ANOVA) and for five 
intensities for the b-wave (one-way ANOVA. *=p values ≤0.05 for both 
parameters. 
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The percentages of change observed in the a- and b-wave amplitude of 
cnr2-/- mice were computed for each flash intensity (figure 2). The increase of the 
a-wave amplitude varied between 15 and 60% and was intensity dependent. This 
relation was not linear but rather characterized by a bimodal distribution and the 
fact that the larger changes were observed at low intensities (intensity interval -
0.93 to 0.47). The maximum values were significantly different from the minimum 
change observed (independent student t-test, p≤0.05). The second set of points, 
however, did not display a significant difference from the minimum change. For 
the b-wave, we observed a single non-linear distribution, with significant 
statistical changes ranging between 20 and 32%. The maximum change was 
significantly different from the minimum change (independent Student t-test, 
p≤0.05).  
The averaged rod- and mixed V-max were computed and these values are 
presented as a function of flash intensities in panel C. Both the rod- and mixed V-
max were increased by 23% and 12%, respectively in cnr2-/- mice (independent 
Student t-test, p≤0.05). No change was observed in cnr1-/- mice. The intensities 
needed to evoke those responses were decreased by 25% and 19%, 
respectively for cnr2-/- mice (independent Student t-test, p≤0.05). The intensity 
needed to evoke the mixed V-max was also decreased by 12% in cnr1-/- mice 
(independent student t-test, p≤0.05). No changes were observed in the latency of 
the a- and b-waves in both KO groups.  
To evaluate whether the profile of the ERG changed in the knockout 
groups, other parameters of the evoked waveform were analyzed: duration of the 
b-wave, duration, amplitude and latency of the negative overshoot occurring after 
the b-wave. These values were computed at the intensities evoking the rod V-
max and the mixed V-max for each animal. None of these parameters were 
modified in the cnr2-/- mice. However, two significant changes were observed in 
cnr1-/- mice. First, in these animals, the duration of the b-wave was greater by 
36% (independent student t-test, p=0.015, average length ± SEM of b-wave for 
cnr1-/- 90 ± 31 ms versus 66 ± 26 ms for the WT animals). Second, the amplitude 
of the negative overshoot was reduced by 45% (independent student t-test, 
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p=0.006, average amplitude ± SEM of the overshoot for cnr1-/- 57 ± 21 μV versus 
103 ± 55μV for the WT animals).  
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Figure 2: The computed averaged ± SEM percentage of change for the a- (A) 
and b-waves (B) of the cnr2-/- with respect to the averaged amplitude values of 
the wild type group. The maximum percentage of change was compared to the 
minimum percentage of change by Student t-test. *=p values are ≤0.05 for both 
parameters. The open circles in B indicate the values for the b-wave amplitude is 
significantly higher for the cnr2-/- group. The computed rod and mixed V-max are 
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presented in (C) as a function of intensity. The amplitude of b-wave at the rod 
and mixed V-max are increased in cnr2-/- mice and the intensities needed to 
evoke them are decreased (one-way ANOVA. *=p values ≤0.05). The intensity 
needed to evoke the mixed V-max is decreased cnr1-/- mice (one-way ANOVA. 
*=p values ≤0.05).  
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Oscillatory potentials (OPs) constitute a high frequency signal that 
overlays the ERG and can be isolated by filtering the low frequency out. 
Although, the provenance of this signal remains controversial some authors 
suggest it may reflect amacrine cells activity, a cell type that express both CB1R 
and CB2R. Representative examples of such recordings for each group are 
presented in figure 3. (A: WT, B: cnr1-/- and C: cnr2-/-). The OPs were first 
analyzed individually. None of them displayed a significant effect but both OP3 
and OP4 tended to be increased in the cnr2-/- mice when compared to wild type 
mice. In a second analysis, the sum of all scotopic OPs was computed and 
compared. The averaged total amplitude ± SEM is presented as a function of 
flash intensity in panel D. A significant increase in total amplitude can be 
observed in CB2-KO mice when compared to WT animals (one-way ANOVA, 
p≤0.05, intensity interval -1.07 to 0.1 log cd.s.m-2). Of interest is the fact that, 
although the intensities at which the OPs amplitude is affected overlap with those 
where the b-wave was increased, the effect on the OPs appeared at a lower 
intensity (-1.07 log cd.s.m-2 for OPs versus -0.03 log cd.s.m-2 for b-wave) and 
disappeared just after the maximum effect observed on the b-wave. This 
suggests that the change in OPs amplitude may reflect changes in the inner 
retina rather than be an inherited modification from the increased b-wave 
amplitude. No difference was observed in the latency of any of the analyzed 
OPs. 
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Figure 3: Representative scotopic oscillatory potentials (A–C) recorded in wild 
type (A), cnr1-/- (B) and cnr2-/- mice (C). Each individual potentials is indicated on 
the top trace in A. Progressively brighter flashes (bottom to top) indicated to the 
right of the traces as the log intensity (cd.s.m–2) were used to establish the 
luminance-response function of each animal. D The total sum of the amplitudes 
of all oscillatory potentials is plotted as a function of flash intensity to compute the 
luminance-response function curve. The values are means ± SEM from all 
animals in each group (wild types: open circles, N=16; cnr1-/-: grey circles, N=15; 
cnr2-/-: closed circles, N=15). The cnr2-/- mice displayed significantly higher 
amplitudes for six intensities for the b-wave (one-way ANOVA. *=p values ≤0.05). 
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The light adapted retinal function 
In order to evaluate the adaptation abilities of the retina, the ERG was 
recorded under photopic conditions at different time points. A representative 
example from each group is presented in figure 4 (A: WT, B: cnr1-/- and C: cnr2-/-
). The averaged amplitude ± SEM of the photopic b-wave is displayed as a 
function of time in panel D. While the responses observed in cnr1-/- and WT mice 
are comparable, those in cnr2-/- mice have higher amplitudes (about 20% 
increase) at the intermediate time points (10 and 15 min, one-way ANOVA, 
p≤0.05). The latency of the photopic b-wave did not vary regardless of the group. 
Photopic OPs were also analyzed. No significant difference was observed on the 
total or individual amplitudes or latency.  
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Figure 4: Representative examples of photopic ERGs (A–C) recorded in wild 
type (A), cnr1-/- (B) and cnr2-/- mice (C). The ERG b-waves is indicated on the top 
trace in A with vertical arrow. Repeat ERGs were taken (time points are indicated 
to the left of the traces) and were used to evaluate the retina ability to adapt to 
light. D The amplitudes of photopic ERG b-wave are plotted as a function of time. 
The values are means ± SEM from all animals in each group (wild types: open 
circles, N=16; cnr1-/-: grey circles, N=15; cnr2-/-: closed circles, N=15). The cnr2-/- 
mice displayed significantly higher amplitudes at two intermediate time points 
(one-way ANOVA. *=p values ≤0.05). 
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Total amounts of eCB system protein in WT, cnr1-/- and cnr2-/- mice 
In order to establish if the elimination of one receptor affected other 
elements of the eCB system, we measured the total amounts of CB2R, N-acyl 
Phosphatidylethanolamine Phospholipase D (NAPE-PLD), Diacylglycerol Lipase-
α or DAGLα (endocannabinoids synthesizing enzymes), Fatty acid amide 
hydrolase (FAAH) and Monoacylglycerol Lipase or MGL (eCBs degradative 
enzymes) in the cnr1-/- and wild type animals. Examples of selected proteins 
expression are presented in panel A of figure 5 (FAAH and NAPE-PLD). The 
lower blot shows the expression of the protein GAPDH and demonstrates equal 
loading in all lanes. The averaged measures of CB2R, NAPE-PLD, DAGLα, 
FAAH and MGL, were evaluated as the optical densities (OD) of the bands and 
normalized relative to the WT averaged value. The computer ratios ± SEM are 
shown in panel B. No differences were found in the total amount of those 
proteins in the cnr1-/- mice. We also evaluated the total amounts of CB1R, eCBs 
synthesizing and degradative enzymes in the cnr2-/- mice and compared them to 
controls. Representative examples of each protein expression of are presented in 
panel C. The computed ratios ± SEM relative to WT values are shown in panel D. 
In this group, the total concentration of synthesis enzyme NAPE-PLD and 
degradative enzyme FAAH were significantly increased by 79.7 ± 42% and 73.6 
± 31% respectively (Dunnett test, p≤ 0.005)  
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Figure 5: Total retinal concentration of proteins from the eCB system. (A) 
Representative examples of FAAH, NAPE-PLD and GAPDH in three wild type 
animals and cnr1-/- mice. (B) Averaged ratio ± SEM relative to WT of FAAH, 
NAPE-PLD and GAPDH in wild type (□) and cnr1-/- mice (■) as measured by 
Western blot analysis. (C) Representative examples of, FAAH, NAPE-PLD in 
three wild type animals and cnr2-/- mice. (D) Averaged ratio ± SEM relative to WT 
in CB1R, DAGLα, FAAH, MGL, NAPE-PLD in wild type (□) and cnr1-/- mice (■) as 
measured by Western blot analysis. Specific bands were seen at around 53 for 
CB1R, 45kDa for CB2R, 120kDa for DAGLα, 66kDa for FAAH, 37 for MGL and 
46kDa for NAPE-PLD. Retinas were collected from adult mice. The 
quantifications were performed on at least 6 different animals treated. Optical 
densities (OD) were computed and the ratio relative to the averaged WT was 
calculated for each animal including WTs. The Averaged ratios ± SEM relative to 
WT are presented for each group. The statistical differences were assessed with 
analysis performed on the averaged values using a Dunnett test, *= a significant 
change compared with wild type mice (p≤0.05). 
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Discussion 
This study investigated the functional consequences of removing one of 
the two main eCBs receptors in the mammalian retina. Using ERG techniques, 
we showed that under scotopic conditions, the removal of CB1R affected the 
profile of the response but not its latency or amplitude, while the absence of the 
CB2R affected the amplitude of both a- and b-waves as well as the summed up 
OPs amplitude without affecting the response profile or latency. In photopic 
conditions, removal of CB1R did not affect the retinal response but the 
elimination of CB2R yielded a different adaptation pattern. Our data also 
presents evidence of some compensation in cnr2-/- but not cnr1-/- mice, as we 
reported a strong increase in the concentration of the synthesizing and 
degradative enzymes of CB1R ligand anandamide in cnr2-/- mice.  
 
Effect of CB1R removal  
The data presented in this study indicates that CB1R removal does not have a 
strong impact on global retinal activity (recorded as ERGs). Indeed, no changes 
of the a- or b-wave amplitudes and latencies were noted under scotopic 
conditions. The most notable effects following CB1R removal were a modification 
of the response profile at the rod V-max and a decrease in the amplitude of the 
overshoot following the b-wave. We also report a decrease in the intensity 
needed to evoke the mixed V-max, but without any change in the response 
amplitude. The lack of a strong effect is rather surprising given that several 
authors, using synthetic cannabinoids WIN55212-2, CP55940 and endogenous 
cannabinoid 2-AG, reported that CB1R activation leads to inhibition of potassium 
currents in both rods and cones, while increased calcium currents in the former 
and its suppression in the latter (Fan and Yazulla, 2003; Straiker and Sullivan, 
2003; Fan and Yazulla, 2007). The authors of these studies suggest that the 
combined effect on potassium and calcium would lead to a decreased sensitivity 
to light in rods upon CB1R activation. The overall effect on cones is more difficult 
to predict as the change in ionic currents would lead to opposing outcomes. Our 
results are partially in line with these observations as we report a decrease in the 
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intensity needed to evoke the mixed V-max but not change in that needed to 
evoke the rod V-max. 
The most notable changes observed in cnr1-/- mice were a modification of the 
response profile at the rod V-max and a decrease in the amplitude of the 
overshoot following the b-wave. The fact that the b-wave lasts longer in cnr1-/-
mice without a modification of the duration of the a-wave suggests that the effect 
is solely post-receptoral, although it could be due to an abnormal synaptic 
transmission. Our data are in partial agreement with several lines of evidence 
suggesting the implication of CB1R in the temporal aspects of the retinal 
response. One study (Fan and Yazulla, 2003) reported that WIN55212-2, a 
cannabinoid receptor agonist, exerts a biphasic effect on potassium, calcium and 
chloride currents in goldfish. Briefly, at low concentrations all three ionic currents 
were enhanced while at higher concentrations, they were suppressed. The 
authors interpreted these results as an indication that CB1R would affect the 
temporal signal transmission from cone to bipolar cells and that it would affect 
the neurotransmitter release at the cone pedicle. It was further demonstrated that 
CB1R agonists such as WIN55212-2 can alter the kinetics of the light-offset 
response in cones as it became faster, with an enhanced depolarizing overshoot 
(Struik et al., 2006). In the present study, the effects observed on the b-wave 
happened prior to the onset of the cone response, suggesting that they are rod 
rather than cone driven. To our knowledge no study evaluated the effect of CB1R 
activation on the temporal aspects of rods’ responses. Furthermore, it was shown 
that CB1R activation inhibits calcium currents in salamander bipolar cells 
(Straiker et al., 1999), thereby modulating the synaptic transmission downstream 
of bipolar cells. CB1R activation has also been shown to inhibit delayed rectifier 
potassium currents in goldfish ON-bipolar cells (Yazulla et al., 2000), and that, 
through this, it would affect the temporal aspects of the retinal response. This last 
finding supports our data showing that CB1R removal modified the temporal 
timeline of the b-wave at the rod V-max, response driven by ON bipolar cells. 
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Effect of CB2R removal  
Under scotopic conditions, our data indicates that the amplitude of the a-
wave is larger in cnr2-/- than in WT mice, at all intensities. The percentage of 
change is intensity dependent and follows a ‘bimodal’ distribution. The first part of 
this distribution demonstrated a larger effect (up to 60% at the maximum) and 
occurred between -0.93 to 0.47 log cd.s.m-2 whereas a much smaller effect was 
observed in the second part at higher intensities. Given the receptoral origin of 
the a-wave, the different sensitivities of rods and cones evoking this response 
(Toda et al., 1999), one could suggest that biphasic effect may reflect the 
consequences of CB2R removal on these two cell types, separately. A 
differential effect of synthetic cannabinoids on rods and cones has been 
previously demonstrated in goldfish (Fan and Yazulla, 2003; Straiker and 
Sullivan, 2003). For example, WIN55212-2 inhibits potassium currents in both 
rods and cones while it enhances calcium currents in the former and suppressed 
it in the latter. As stated earlier, the effect of activating cannabinoid receptors with 
WIN55212-2 would thus lead to a decreased retinal sensitivity, in agreement with 
our data. The end result of cannabinoid receptors on cones is more difficult to 
predict and depends on the extent to which each current is affected. We report a 
modest increase in the cones response (about half that reported in rods) which is 
in line with the reported effects from the in vitro studies  
The increased amplitude of the b-wave observed here was confined to 
intermediate intensities. Of interest is the fact that intensities evoking the 
increased b-wave occurred just after those evoking the maximum change in the 
a-wave amplitude. Assuming that the largest a-wave change comes from an 
increased rod response, one could suggest that the increased in the amplitude of 
the b-wave is the result of an increased response of rod bipolar cells. This is 
further supported by the fact the CB2R is strongly expressed by those cells. One 
should also notice that the effect on the b-wave is relatively subtle and limited, 
while the effect on the a-wave is large and across all intensities. This raises the 
question of compensation. We partially addressed this question by measuring the 
total amounts of most proteins from the eCBs system and found that there was a 
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large increase in CB1R ligand synthesizing and degradative enzymes in cnr2-/- 
mice. Given the role attributed to CB1R in activity-dependent down regulation of 
synaptic release in the retina (Fan and Yazulla, 2007) this receptor maybe 
responsible for the modest effect of CB2R removal on the b-wave, though further 
experimentation is needed to demonstrate it.  
Our data also revealed that, under scotopic conditions, the total amplitude 
of the OPs was enhanced when compared to recordings in WT animals. 
Individual analysis of each OP indicated no significant effect but a tendency for 
OPs 3 and 4 amplitudes to be increased. The observation that the intensities at 
which this effect was mediated are not the same as those at which the b-wave 
was affected is of interest. It suggests that the increase in the OP amplitude is 
not linked to the b-wave changes but rather come from an independent effect of 
CB2R removal on the inner retina, believed to be the site of origin of the OPs 
(see for review Wachtmeister, 1998). Information pertaining to the origin of those 
potentials remains rather sparse, one potential sources being the amacrine cells 
(Heynen et al., 1985; Yanagida et al., 1987). It is now well known that CB2R is a 
G-coupled receptor that interacts with Gi/0 G-protein (Felder et al., 1995) and that 
the latter can either down regulate or up regulate the activity of the adenylyl 
cyclase enzyme, depending on the isoform (Rhee et al., 1998). One isoform of 
the adenylyl cyclase enzyme has recently be shown to be important for 
generating normal OPs since the elimination of adenylyl cyclase I causes a major 
reduction of the amplitude of the OPs (Tremblay et al., 2002). Given that the 
effect of CB2R activation would inhibit adenylyl cyclase I activity (Rhee et al., 
1998), one could propose that the effects we observed on OPs amplitude could 
come from an up-regulation of adenylyl cyclase I activity in some amacrine cells, 
caused by the removal of CB2R. This is further supported by the observation that 
amacrine cells express the receptor in their cell bodies and CB2R is intensely 
expressed in the IPL. 
Under photopic conditions, an enhanced b-wave was observed at 
intermediate recording time points. No effect on the response latency was noted. 
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Among the roles most commonly attributed to cannabinoid receptors are 
adaptative mechanisms such as long-term-depression (Sjostrom et al., 2003; 
Huang et al., 2008; Liu et al., 2008) and down-regulation of synaptic release (Fan 
and Yazulla, 2007) in the visual system and elsewhere. Thus, the eCBs is likely 
to be involved in retinal adaptation mechanisms as suggested by our findings. 
Our method does not allow us to determine whether the reported effect is 
mediated at the level of the cone response or at the level of the transfer of the 
information from cones to bipolar cells.  
Furthermore, although there is not direct prove of the association of the 
eCBs with developmental processes in retina, the redistribution of some of eCB 
prothein during postnatal development suggests an implication of the system in 
retinal development. It follows that we have to consider the fact that some of the 
effects report here could stem from abnormal development. We have not found 
any evidence of a major change in retinal structure or connectivity but we cannot 
discard the possibility of some subtle that abnormalities due to abnormal 
development. 
In conclusion, this study demonstrated that both CB1R and CB2R 
contribute to retinal functions. The two receptors are likely to be involved in 
different aspects of the retinal processing, CB1R being involved in the temporal 
aspects of the retinal response while CB2R being implicated in rods and cones 
sensitivity and light adaption. 
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6- Résumé des résultats 
6.1- Aspects du développement de la rétine   
Nous avons indiqué dans l’introduction que les eCBs étaient 
impliqués dans plusieurs processus de développement de la rétine tels que la 
neurogenèse, le guidage axonal et la synaptogenèse dans divers structures 
cérébrales. Le manque de données sur l’expression des eCBs durant le 
développement de la rétine ne permettait pas de poser d’hypothèse quant à 
leur(s) rôle(s) joué lors du développement de cette structure. Nous avons 
donc étudié la distribution spatiotemporelle du récepteur CB1 et de l’enzyme 
FAAH et analysé ces données en fonction des processus développementaux 
en cours au moment de leur expression. 
6.1.1- L’expression du récepteur CB1 durant le développement 
Dans la première étude, nous démontrons que la concentration totale 
et la distribution du récepteur CB1 varient au cours du développement 
postnatal et de la maturation de la rétine du rat. Nos données démontrent une 
expression précoce et répandue de ce récepteur. Ainsi, il est présent dans  la 
majorité des cellules de la rétine, de façon permanente ou transitoire. À partir 
de P1, le récepteur CB1 est présent dans tous les neurones précoces à 
l’exception des cônes. Au cours du développement postnatal, le récepteur  
apparait dans les cônes et dans les cellules bipolaires. Certaines cellules 
bipolaires liées aux bâtonnets démontrent une expression transitoire de ce 
récepteur entre P5 et P21, alors que d’autres types de cellules bipolaires 
(types 2 et 8) commencent à l’exprimer seulement vers P7 et restent CB1R-
positives sur tout l’intervalle de temps étudié.  
6.1.2- L’expression de l’enzyme FAAH durant le développement  
Dans la seconde étude, nos résultats démontrent que l’enzyme FAAH 
est exprimée par presque toutes les cellules rétiniennes, de façon transitoire 
dans la majorité des cas. Autour de P3-5, FAAH est présente dans les 
neurones précoces, soit les cônes, les cellules horizontales, les cellules 
222 
 
amacrines et les cellules ganglionnaires. Cette expression disparaît des 
interneurones (cellules horizontales et amacrines) vers la fin de la troisième 
semaine de vie. FAAH est également exprimée par les bâtonnets et les 
cellules bipolaires. Dans cette dernière catégorie, certaines cellules bipolaires 
liées aux cônes ON et OFF démontrent une présence transitoire de cette 
enzyme, alors que les cellules bipolaires liées aux bâtonnets commencent à 
l’exprimer tardivement (vers P15) et maintenaient cette expression sur le 
reste de l’intervalle temporel étudié. 
6.1.3- Conclusions tirées de ces deux études 
Les données cumulées dans ces deux études, en particulier la 
redistribution massive de l’enzyme FAAH et celle plus modeste du récepteur 
CB1 suggèrent que le système des eCBs pourrait être impliqué dans les 
processus de développement et/ou de maturation de la rétine, notamment 
dans la synaptogenèse.  
Par ailleurs, la présence importante du système des eCBs dans la 
rétine adulte suggère un rôle de ce système dans la fonction rétinienne 
adulte. 
6.2- Aspects fonctionnels 
Plusieurs articles portant sur les aspects à la fois fonctionnels et 
anatomiques, évoqués en introduction, nous amènent à penser que le 
récepteur CB1 pourrait moduler la réponse rétinienne. Cependant, il n’existe 
pas d’étude fonctionnelle traitant du rôle du récepteur CB2 dans la rétine 
adulte et seules deux études démontrent sa présence sans évoquer les 
détails de sa distribution. Nous avons donc évalué les conséquences 
fonctionnelles de l’élimination des récepteurs CB1 ou CB2 sur la réponse 
rétinienne telle que mesurée par ERG. 
6.2.1- Rôle fonctionnel de CB1 et CB2 en condition scotopique 
L’élimination du récepteur CB1 n’a pas causé de modification de 
l’amplitude ou de la latence des ondes a, b ou des potentiels oscillatoires. Par 
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contre, l’élimination de ce récepteur a modifié le profil temporel de la réponse 
rétinienne, et en particulier celui de l’onde b, rallongeant cette dernière 
d’environ 24 ms (36%). Le deuxième effet observé sur le profil de la réponse 
des souris cnr1-/- est une atténuation de 45% de l’amplitude de l’onde 
négative qui suit l’onde b. Enfin, l’élimination du récepteur CB1 diminue 
légèrement l’intensité nécessaire pour évoquer la réponse rétinienne 
maximale (baisse de 12%). 
L’élimination du récepteur CB2 a causé une augmentation de 
l’amplitude de l’onde a, quelque soit l’intensité utilisée et de l’amplitude de 
l’onde b aux intensités intermédiaires. Nous avons également observé une 
augmentation de l’amplitude cumulée des potentiels oscillatoires aux 
intensités faibles et intermédiaires. L’élimination du récepteur CB2 ne semble 
pas affecter le profil temporel de la réponse rétinienne ou sa latence.  
6.2.2- Rôle fonctionnel de CB1 et CB2 en condition photopique 
L’élimination du récepteur CB1 n’a pas causé de modification dans 
l’amplitude ou la latence l’onde b photopique, ni des potentiels oscillatoires. 
L’élimination du récepteur CB2 a causé un patron d’adaptation 
anormal chez les souris cnr2-/-. 
6.3- Expression du récepteur CB2 dans la rétine de la souris adulte 
La littérature décrivant l’expression du récepteur CB2 dans la rétine 
se limitant à deux articles portant sur le rat, nous avons étudié sa distribution 
dans notre modèle, la souris. Bien que nous n’ayons pas pu inclure 
d’illustrations de cette expression dans le présent travail, nous allons faire 
état brièvement de nos résultats.  
Ainsi, le récepteur CB2 est exprimé dans toutes les couches de la 
rétine, avec une intensité particulièrement forte dans les couches synaptiques 
et axonale (IPL, OPL et couche des fibres des cellules ganglionnaires). Le 
patron d’expression du récepteur CB2  a été étudié par co-localisations 
immunohistochimiques avec les marqueurs des différents types cellulaires de 
la rétine. Dans l’ONL, nous retrouvons le récepteur CB2 dans les cônes et 
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dans une moindre mesure dans les bâtonnets. Dans l’INL, il s’exprime dans 
les cellules horizontales et les cellules bipolaires associées aux cônes, mais 
également dans celles associées aux bâtonnets. Il est à noter que sa 
présence dans ces cellules est nettement plus importante que dans les 
cellules bipolaires liées aux cônes. Ce récepteur s’exprime également dans 
certaines cellules amacrines.  
Dans la couche des cellules ganglionnaires, le récepteur CB2 est 
présent et semble particulièrement concentré dans leur axone. Il ne semble 
pas s’exprimer dans les cellules amacrines déplacées. 
 
7- Aspects méthodologiques 
7.1- Justification du modèle 
Le choix de la rétine comme sujet d’étude est basé sur plusieurs 
raisons. En premier lieu, cette structure est considérée comme un modèle de 
développement du SNC. Elle présente l’avantage d’être bien connue et bien 
caractérisée anatomiquement et fonctionnellement, et ce, tant chez l’animal 
adulte que durant son développement. Plusieurs processus du 
développement de la rétine (neurogenèse, migration cellulaire, 
synaptogenèse, maturation) ont fait l’objet d’études dans plusieurs types 
cellulaires rétiniens. D’autre part, l’organisation et le développement de la 
rétine sont assez similaires chez tous les mammifères, de sorte qu’il est 
possible de faire des comparaisons et des extrapolations. Enfin, cette 
structure est facilement accessible et manipulable. 
7.2- Considérations techniques 
L’existence dans la rétine de marqueurs, permettant une identification 
aisée et précoce des différents types cellulaires, rend possible une bonne 
caractérisation de la distribution des différentes protéines étudiées dans le 
présent travail. De ce fait, le choix des anticorps et la validité des protocoles 
utilisés prend une importance d’autant plus grande que nos deux premières 
études sont anatomiques et se basent essentiellement, voire exclusivement, 
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sur l’identification des types cellulaires rétiniens par marquage 
immunohistochimique et le marquage adéquat des protéines d’intérêt.  
7.2.1- Spécificité des anticorps 
Le fait que les anticorps révélant les marqueurs des types cellulaires 
rétiniens soient bien connus et que leur utilisation soit souvent mentionnée 
dans la littérature constituent un avantage incontestable. La majorité des 
anticorps utilisés, dans le présent travail, sont inclus dans la base de 
données du Journal of Comparative Neurology. Cela implique que ces 
anticorps ont été bien caractérisés et souvent testés sur des animaux 
transgéniques chez qui la protéine qu’ils marquent était absente, ce qui est 
garant de leur spécificité. 
En ce qui concerne les anticorps contre les éléments du système des 
eCBs qui sont accessibles sur le marché, bien que peu caractérisés et 
n’ayant été utilisés que dans un  nombre restreint d’études, ils présentent 
l’avantage de leur disponibilité et de leur accessibilité. Les autres anticorps, 
étant la propriété de laboratoires, sont souvent mieux caractérisés, mais sont 
évidement moins accessibles. Nous avons privilégié d’utiliser des anticorps 
commerciaux et de les caractériser systématiquement. Cela est 
particulièrement important car une récente étude a démontré que certains 
anticorps commerciaux contre CB1 n’étaient pas spécifiques (Grimsey et al., 
2008).  
Pour en vérifier la spécificité, nous avons testé de nombreux 
anticorps par le biais d’immunobuvardage et lorsque cela était possible par 
marquage immunohistochimique sur du tissu de souris chez qui la protéine 
d’intérêt était absente (souris KO). Puis, nous avons sélectionné pour nos 
travaux les anticorps donnant les résultats les plus probants, repris dans le 
tableau 3.  
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Protéines Numéro de l’anticorps Compagnie Tests 
CB1R C1233 Sigma-Aldrich ImmunobuvardageSouris KO 
FAAH 10600 Cayman Chemical ImmunobuvardageSouris KO 
CB2R 10550 Cayman Chemical ImmunobuvardageSouris KO 
MAGL 1035 Cayman Chemical Immunobuvardage
DAGLα IMG30833 IMGENEX Immunobuvardage
NAPE-PLD NB110-80070 NOVUS Immunobuvardage
 
Tableau 4 : Anticorps sélectionnés 
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7.2.2- Le protocole de marquage séquentiel avec un fragment Fab 
Le problème de l’utilisation de plusieurs anticorps, provenant du 
même hôte, s’est posé pour certains co-marquages immunohistochimiques, 
en particulier pour colocaliser les différentes protéines du système des eCBs, 
car ces anticorps proviennent presque tous du lapin. Comme les marquages 
sur des coupes sérielles diminuaient grandement l’intérêt de cette 
colocalisation, nous nous sommes tournés vers les marquages séquentiels 
avec un fragment Fab (Brandon, 1985; Negoescu et al., 1994). Ce dernier est 
un fragment monovalent d’anticorps, qui dans notre cas, provient de la 
chèvre et s’associe à la partie "lapin" de l’anticorps primaire (Ac primaire 1). 
Cela a eu comme résultat de masquer cette portion de l’anticorps primaire et 
d’en ‘transformer’ l’hôte de "lapin" en "chèvre". Par la suite, l’anticorps 
secondaire (Ac secondaire 1) approprié a été utilisé pour révéler la première 
protéine en fluorescence (en vert, par exemple). Puis, un second anticorps 
primaire (Ac primaire 2), provenant également du lapin, a été ajouté. Ce 
dernier est révélé par un autre anticorps secondaire contre le lapin (Ac 
secondaire 2) de couleur rouge, par exemple. Ces réactions sont 
schématisées dans la figure 9 panneau A. Il est, néanmoins, important de 
mentionner que les liens entre l’Ac primaire 1 et le complexe Fab-Ac 
secondaire 1 est sujet à compétition lorsque l’Ac secondaire 2 est ajouté. Il 
est donc de rigueur de s’assurer que cette compétition reste en faveur du 
complexe Fab-Ac secondaire 1. Pour ce faire, nous avons systématiquement 
testé l’ordre dans lequel les Acs primaires ont été appliqués. Dans certains 
cas, les résultats démontrent une ségrégation inadéquate des deux signaux. 
Nous avons utilisé deux conditions témoins pour tester cette ségrégation.  
La première condition témoin implique l’élimination de l’Ac primaire 2. 
Dans ce cas, une ségrégation adéquate signifie la présence du signal de l’Ac 
primaire 1 et l’absence du signal de l’Ac primaire 2. Cela indique que le Fab 
masque adéquatement la portion de l’anticorps primaire appartenant au lapin 
et que l’Ac secondaire 2 ne peut s’associer à l’Ac primaire 1 (figure 9B). Dans 
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le cas d’une ségrégation inadéquate, nous aurions vu du signal dans les deux 
canaux. 
La seconde condition témoin consiste en l’élimination à la fois de l’Ac 
secondaire 1 et de l’Ac primaire 2. Dans ce cas, une ségrégation adéquate 
implique l’absence de signal dans les deux canaux. Cela signifie que le Fab 
masque adéquatement la portion de l’anticorps primaire appartenant au lapin 
et que l’Ac secondaire 2 ne peut s’associer à l’Ac primaire 1. Étant donné que 
le Fab n’est pas révélé, son signal n’est pas visible. Dans le cas du second 
canal, en l’absence de l’Ac primaire 2, l’Ac secondaire 2 ne peut s’associer à 
aucune protéine (figure 9C). Dans le cas d’une ségrégation inadéquate, nous 
aurions vu du signal dans le canal de l’Ac secondaire 2. 
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Figure 9 : protocole de marquage séquentiel avec un Fab 
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7.2.3- Les artefacts de redistribution 
Nos protéines d’intérêt étant sensibles à la fixation (Yazulla et al., 
1999), nos protocoles de traitement de tissus ont été conçus pour limiter cette 
fixation. Cela a entrainé certains artefacts de redistribution intracellulaires des 
protéines, notamment dans le cas du récepteur CB1 et probablement dans 
celui de l’enzyme FAAH. Ainsi, dans certaines expériences 
immunohistochimiques, nous avons constaté un marquage nucléaire anormal 
pour le récepteur CB1. Pour démontrer cette anomalie, nous avons effectué 
un protocole permettant de séparer les cellules rétiniennes lysées en trois 
fractions : nucléaire, cytoplasmique et membranaire ("subcellular 
fractionation"). Cette expérience a révélé la présence du récepteur CB1 dans 
les fractions cytoplasmique et membranaire, démontrant ainsi que le 
marquage nucléaire visible en immunohistochimie est un artefact. Dans la 
littérature, ce type d’artefact a déjà été rapporté suite à une fixation légère 
associée à une perméabilisation cellulaire (Goldenthal et al., 1985; Melan and 
Sluder, 1992; Mayor and Maxfield, 1995; Cinar et al., 2006). La présence de 
ces artefacts ne remet pas en cause la validité de nos résultats puisque notre 
objectif était de déterminer le type cellulaire exprimant ce récepteur et non sa 
distribution intracellulaire. 
 
8- Rôles potentiels des eCBs dans le développement rétinien 
8.1- Variation de l’expression des eCBs selon l’âge  
Toutes les protéines du système des eCBs étudiées ont montré des 
variations de concentration totale liées à l’âge. La méthode utilisée pour 
évaluer ces changements est l’immunobuvardage avec les homogénats de 
rétines complètes. Cette méthode nous fournit des données sur les 
changements globaux de concentration, mais pas sur les changements de 
concentrations locales. Cette limite de la méthode implique que si ces 
changements se sont produits seulement pour certaines structures 
rétiniennes nous n’avons pas pu les documenter.  
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Nous avons observé une concentration totale et stable des enzymes 
de synthèse des eCBs (NAPE-PLD et DAGLα)  jusqu’à la fin du premier mois 
de vie, accompagnée d’une baisse de l’expression de l’enzyme de 
dégradation FAAH. Durant le second mois de vie, nous avons constaté une 
baisse de la concentration des enzymes de synthèse associée à une 
augmentation de la quantité de l’enzyme de dégradation FAAH. La quantité 
de ligands du récepteur CB1 est déterminée par deux éléments, soit 
l’expression génétique et protéique des enzymes de synthèse et de 
dégradation d’une part, et leur efficacité d’autre part. Nos données nous ont 
permis d’évaluer l’expression génétique et protéique des enzymes. L’étude 
de (Morishita et al., 2005) a évalué l’activité de FAAH et de NAPE-PLD dans 
des homogénats de cerveaux complets chez des rats âgés entre P1 et P56. 
Cette étude démontre une augmentation de l’activité de FAAH sur les trois 
premières semaines de vie. L’activité de NAPE-PLD globalement stable 
jusqu’à P14, est suivie d’une augmentation d’activité maintenue jusqu’à P56 
(Morishita et al., 2005). Les auteurs de cette étude ont également observé 
une corrélation entre les changements de concentration des enzymes et les 
changements d’activité s’appliquant à plusieurs structures du SNC. Ces 
données suggèrent donc que les changements d’activité enzymatique 
seraient davantage attribuables à des variations de l’expression génétique et 
protéique des enzymes plutôt qu’à des modifications dans leur efficacité dans 
le système des eCBs. En admettant que ces changements s’appliquent à 
toutes les structures du SNC, nous pouvons, à partir de nos données, faire 
une extrapolation et conclure que les changements de concentration des 
eCBs  démontrent une augmentation durant le premier mois de vie, puis une 
diminution durant le second. Cette conclusion est, néanmoins, à prendre 
avec précaution étant donné que : 
• l’enzyme NAPE-PLD n’est pas la seule source d’AEA. 
•  L’importance relative des enzymes de synthèse du 2-AG (DAGLα 
et β) dans la rétine n’est pas connue.  
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•  Nous n’avons pas quantifié l’expression de l’enzyme MAGL qui 
est responsable de la dégradation du 2-AG.  
En somme, nos données suggèrent qu’il pourrait y avoir des 
changements dans la concentration des eCBs durant la période de 
développement postnatal, mais  des expérimentations complémentaires 
seraient nécessaires pour compléter ces données.  
Parallèlement aux variations de concentration des enzymes de 
synthèse et de dégradation, le récepteur CB1 augmente en concentration 
totale. Ainsi, la concentration reste stable durant les deux premières 
semaines de vie. Puis elle augmente en quelques jours pour se stabiliser à 
nouveau après P19, qui correspond au moment où le récepteur atteint sa 
distribution adulte. La période de transition entre les concentrations chez la 
souris en développement et adulte correspond à la période durant laquelle il y 
a le plus de redistribution du récepteur. 
8.2- Distribution de CB1 et FAAH dans les cellules précoces de la rétine 
Nous avons étudié la distribution spatiale du récepteur CB1 et de 
l’enzyme FAAH pendant le développement postnatal de la rétine. Ces deux 
protéines sont présentes dès le premier jour postnatal dans plusieurs types 
cellulaires et dans certains cas leur expression est passagère. Étant donné la 
nature lipophile des eCBs et le fait qu’ils ne sont pas encapsulés dans des 
vésicules synaptiques, les enzymes de synthèse et de dégradation jouent un 
rôle clé dans la modulation de la fonction des récepteurs CB1 et CB2. Nous 
nous proposons donc, dans le cadre de cette discussion, d’établir un parallèle 
entre l’expression du récepteur CB1 et celle de l’enzyme FAAH en fonction 
des types cellulaires et du développement rétinien. 
8.2.1- Les cellules ganglionnaires et amacrines 
Dans le cas des cellules ganglionnaires et des cellules amacrines, le 
récepteur CB1 est exprimé à partir de P1. L’enzyme FAAH, quant à elle, est 
exprimée dans certaines cellules ganglionnaires et amacrines à partir de P1. 
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Durant toute la période étudiée, la présence de ces deux protéines 
reste stable dans le soma des cellules ganglionnaires. Nous avons pu, 
néanmoins, constater des changements de l’expression de ces protéines 
dans la couche des fibres des cellules ganglionnaires. Durant les deux 
premières semaines de vie, l’intensité de l’expression du récepteur CB1 
augmente dans cette couche, puis se stabilise durant le reste de la période 
étudiée. L’enzyme FAAH, quant à elle, reste stable durant le premier mois de 
vie, puis augmente durant le second mois de vie. 
Dans les cellules amacrines, le récepteur CB1 est présent de façon 
constante durant toute la période étudiée. Cependant, certaines cellules, 
situées dans la partie la plus profonde de l’INL, à la limite de l’IPL, cessent de 
l’exprimer dès P15. La distribution et la position de ces cellules suggèrent 
que ces dernières pourraient être des cellules amacrines cholinergiques OFF. 
L’enzyme FAAH, quant à elle, s’exprime dans les cellules amacrines de façon 
transitoire. Dans un premier temps, elle est présente dans la majorité des 
cellules amacrines, puis essentiellement dans les cellules amacrines 
cholinergiques ON et OFF jusqu’à P15, moment à partir duquel elle cesse de 
s’exprimer dans les cellules amacrines. 
Cette expression transitoire de l’enzyme FAAH et potentiellement du 
récepteur CB1 dans les cellules amacrines cholinergiques suggère que 
l’action des eCBs dans la fonction de ces cellules est liée à leurs rôles durant 
le processus de développement. L’activité de ces cellules est impliquée dans 
plusieurs processus tels que l’établissement des synapses (Olney, 1968), le 
raffinement des dendrites des cellules ganglionnaires (Kim et al., 2010) et les 
vagues d’activité spontanée dans la rétine. Enfin, les cellules amacrines, 
elles-mêmes, montrent une certaine plasticité durant la période postnatale qui 
pourrait être également influencée par les eCBs. 
8.2.2- Les cellules horizontales et les cônes 
Le récepteur CB1 est présent dans les cellules horizontales à partir 
de P1 et reste stable tout au long de la période étudiée. Ce récepteur 
apparaît dans les corps cellulaires et les pédicules synaptiques des cônes 
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autour de P5. L’enzyme FAAH apparaît dans les cellules horizontales entre 
P1 et P3 et demeure stable au cours des deux premières semaines de vie, 
après quoi son expression diminue. Elle apparaît également dans les cônes à 
partir de P5. 
Sachant que les eCBs sont souvent impliqués dans la relâche 
synaptique, la présence du récepteur CB1 et de l’enzyme FAAH dans la 
triade cône-cellule horizontale-cellules bipolaires avant qu’elle ne soit 
entièrement constituée nous permet, en accord avec les résultats de 
plusieurs études, de considérer que les eCBs sont dans une position 
stratégique pour moduler la synaptogenèse à la fois des cônes et des cellules 
horizontales et bipolaires. Il est à noter que ce rôle leur a été attribué dans 
l’hippocampe par Kim et Thayer (2001). Ainsi, le récepteur et l’enzyme 
apparaissent dans les cellules horizontales avant que le pédicule du cône 
n’entre en contact avec la cellule horizontale. En effet, ces synapses 
commencent à se former à P2 et se généralisent à P5 (Raven et al., 2008).  
En outre, le récepteur CB1 et l’enzyme FAAH apparaissent dans les 
pédicules des cônes vers P5, soit 5 jours avant l’apparition de l’élément post-
synaptique de la triade cône-cellule horizontale-cellule bipolaire liées aux 
cônes (Rich et al., 1997; Hack et al., 2002). Par ailleurs, l’expression 
transitoire de l’enzyme FAAH dans les cellules horizontales suggère que le 
système des eCBs pourrait être impliqué dans les processus de 
développement de ce type cellulaire ou dans les processus 
développementaux modulés par celui-ci.  
L’étude de Huckfeldt et al. (2009) montre, quant à elle, que durant la 
première semaine de vie postnatale, les cellules horizontales immatures 
développent des neurites verticales temporaires qui leur permettent 
d’acquérir leur organisation en mosaïque. Durant cette période, ces cellules 
migrent de façon à la fois radiale et latérale avant d’adopter leur position 
finale. Ces processus pourraient impliquer le système eCBs. Bien que 
l’implication du récepteur CB1 dans la modulation de la longueur des neurites 
in vitro ait été démontrée par Berghuis et al. (2007) et Argaw et al. (2010), 
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cette possibilité reste, cependant, moins probable étant donné que le 
marquage du récepteur CB1 est concentré dans le soma des cellules 
horizontales et ne semble pas s’exprimer dans les neurites (Keimpema et al., 
2010). D’autres auteurs ont démontré que les eCBs jouaient un rôle dans la 
migration cellulaire (Song and Zhong, 2000; Berghuis et al., 2007; Mulder et 
al., 2008). Il est intéressant de mentionner que plusieurs auteurs rapportent 
que le récepteur CB1 et les enzymes de dégradation des eCBs sont co-
exprimés dans la même cellule pendant le développement (Berghuis et al., 
2007; Harkany et al., 2008a; Harkany et al., 2008b; Keimpema et al., 2010). 
C’est un patron que nous retrouvons également dans la rétine.  
L’apparition du récepteur CB1 et de l’enzyme FAAH coïncide avec 
l’apparition des synapses entre les cônes et les cellules horizontales (Dhingra 
et al., 1997; Rich et al., 1997; Hack et al., 2002). Le système des eCBs 
pourrait jouer un rôle dans le raffinement des connexions synaptiques entre 
ces deux types cellulaires. Cette hypothèse est soutenue par le fait qu’il a été 
démontré que les cônes pouvaient moduler l’organisation dendritique des 
cellules horizontales à travers une transmission glutamatergique précoce 
(Raven et al., 2008). De plus, il a été établi que la synthèse des eCBs dépend 
de l’activité neuronale et que le récepteur CB1 peut moduler à la baisse la 
relâche glutamatergique au niveau des pédicules des cônes (Fan and 
Yazulla, 2007).  
Le raffinement synaptique pourrait également provenir des cellules 
horizontales. En effet, autour de P5, ces cellules contiennent du GABA 
(Schnitzer and Rusoff, 1984; Fletcher and Kalloniatis, 1997; Deniz et al., 
2010), un neurotransmetteur dont la relâche pourrait être régulée par le 
récepteur CB1 (Warrier and Wilson, 2007). De plus, la relâche de GABA par 
les cellules horizontales peut moduler la synaptogenèse des cônes chez le 
lapin (Fletcher and Kalloniatis, 1997; Mitchell et al., 1999) et l’organisation 
spatiale de ces derniers chez la souris (Fei, 2003). Cela dit, la récente étude 
de Schubert et al. (2010) a démontré que l’élimination sélective du GABA des 
cellules horizontales ne cause que des changements mineurs dans la rétine 
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externe de la souris. Cependant, les auteurs soulignent que la faible portée 
de ces changements pourrait être le résultat de mécanismes de 
compensation, plutôt que la conséquence directe de l’élimination du GABA. 
Ainsi, les eCBs pourraient moduler la synaptogenése des cônes et 
des cellules horizontales. 
8.3- Distribution de CB1 et FAAH dans les cellules tardives de la rétine 
Selon Rapaport et al., (2004) certaines classes de cellules 
rétiniennes émergent durant la période postnatale chez le rat; ce sont les 
cellules tardives de la rétine. Dans ces classes, deux types sont neuronaux, 
les cellules bipolaires et les bâtonnets, et un type est glial, les cellules de 
Müller. Nous avons donc étudié l’expression du récepteur CB1 et de FAAH 
dans les cellules tardives de la rétine ainsi que dans les neuroblastes et les 
cellules mitotiques présents dans la rétine postnatale. 
8.3.1- Les cellules neuroblastes et mitotiques 
Nous avons évalué l’expression des récepteurs CB1 et de l’enzyme 
FAAH dans les neuroblastes et dans les cellules mitotiques présents dans la 
rétine entre E0 et P6-7. Pendant la période postnatale, les neuroblastes sont 
situés dans la partie intermédiaire de la NBL, puis dans la partie intermédiaire 
de l’INL naissante. Les cellules mitotiques, quant à elles, sont situées à la 
surface apicale de la rétine et se distinguent visuellement des neuroblastes 
par leur morphologie plus ronde. Le récepteur CB1 s’exprime dans les 
cellules mitotiques jusqu’à P5. L’expression et le rôle des eCBs dans la 
prolifération cellulaire ont été observés dans d’autres structures cérébrales 
chez l’animal adulte et en développement par différents auteurs (Galve-
Roperh et al., 2006; Harkany et al., 2007; Jiang et al., 2007; Harkany et al., 
2008b). De plus, il a été rapporté que l’activation du récepteur CB1 favorise la 
division cellulaire et la génération de neurosphères (Aguado et al., 2006; 
Trazzi et al., 2010). Il a également été observé que la division des cellules 
progénitrices est augmentée lorsque celles-ci sont soumises à une forte 
concentration d’AEA, le ligand du récepteur CB1 (Aguado et al., 2005). Il est 
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donc envisageable que le récepteur CB1 puisse moduler la division des 
cellules progénitrices de la rétine. Par ailleurs, autour des cellules 
progénitrices, au point d’attachement des filaments des neuroblastes à la 
membrane limitante externe, nous avons pu observer l’expression de 
l’enzyme FAAH qui pourrait, de ce fait, moduler l’activité du récepteur CB1.  
Nous avons pu constater une augmentation tardive de l’expression 
du récepteur CB1 et de l’enzyme FAAH dans les neuroblastes. Cette 
expression dans la partie intermédiaire de l’INL à P5 atteint la partie 
superficielle de cette couche entre P5 et P9. Elle est d’une intensité inférieure 
à celle que l’on peut retrouver dans un neurone différencié dans la même 
couche. La localisation de cette expression et le patron temporel qu’elle suit 
correspondent au moment où les neuroblastes commencent à exprimer les 
marqueurs protéiques des cellules bipolaires ou de Müller, puis au 
développement et à la migration de celles-ci. Ceci est d’autant plus 
intéressant que des chercheurs ont démontré que l’AEA peut causer la 
différenciation des cellules progénitrices après un court traitement. Ces 
cellules continuent à se différencier pour devenir des neurones après un 
traitement prolongé. (Soltys et al., 2010). Cela amène ces auteurs à émettre 
l’hypothèse que les eCBs pourraient affecter la division et la différenciation 
des cellules progénitrices, voire même participer à l’établissement d'un 
équilibre entre les populations neuronale et gliale. Cela peut suggérer que les 
eCBs puissent avoir un impact similaire dans la rétine, mais de plus amples 
expérimentations seraient nécessaires afin de le démontrer. 
8.3.2- Les cellules bipolaires 
Nous avons étudié la présence du récepteur CB1 dans trois types de 
cellules bipolaires : les cellules bipolaires liées aux bâtonnets, les cellules 
bipolaires associées aux cônes de type 2 OFF et de type 8 ON. Le récepteur 
CB1 s’exprime dans chacun de ces sous-types de cellules bipolaires. Il est 
important de noter qu’à P7, certaines cellules de chacun de ces sous-types 
expriment le récepteur, alors que d’autres ne l’expriment pas. La position du 
soma de ces cellules semble être le paramètre expliquant cette dichotomie. 
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En effet, ce sont les cellules plus basales qui expriment le récepteur CB1, 
alors que celles plus proches de l’OPL ne l’expriment  pas. Il est de rigueur 
de rappeler que la position des cellules est également un marqueur de leur 
stade de développement. Les cellules plus basales sont plus immatures que 
les cellules plus apicales. Ces observations suggèrent que ces récepteurs 
pourraient être impliqués dans la migration cellulaire, dans les changements 
morphologiques qui accompagnent la maturation cellulaire, ainsi que de 
l’acquisition de l’identité du sous-type. 
À partir de la seconde semaine de vie, l’expression du récepteur CB1 
dans les cellules bipolaires associées aux bâtonnets diminue 
progressivement jusqu’à disparaitre, alors qu’elle reste présente dans les 
deux autres sous-types de cellules bipolaires étudiés. Cependant, après P15, 
le signal du récepteur CB1 dans la partie supérieure de l’INL (correspondant 
à la position des cellulaires bipolaires des bâtonnets) devient diffus et 
variable d’un animal à l’autre. Pour évaluer la présence du récepteur CB1 
dans les cellules qui occupent cet espace, nous avons dû adopter un critère 
d’analyse. Ainsi, si les contours cellulaires ne sont pas visibles lorsque le 
canal du co-marqueur est masqué, la fluorescence visible dans le canal du 
récepteur CB1 est considérée comme étant du bruit. Ce critère est justifié par 
le fait que le récepteur CB1 est souvent membranaire et que dans tous les 
autres types cellulaires, le marquage du récepteur CB1 délimite clairement 
les contours des cellules, y compris quand le signal du marqueur cellulaire 
est masqué. Par ailleurs, d’autres auteurs ont observé une "absence" du 
récepteur CB1 par immunohistochimie, tout en observant un effet fonctionnel 
dû à son activation dans les cellules bipolaires liées aux bâtonnets (Straiker 
et al., 1999a). Il est donc possible que ce récepteur soit plus difficile à mettre 
en évidence dans ce type cellulaire après P15. 
L’enzyme FAAH s’exprime de façon transitoire dans les cellules 
bipolaires de type 2 et 8. Dans les cellules bipolaires liées aux bâtonnets, 
l’enzyme apparaît assez tardivement (P21) et cette expression est maintenue 
pour le reste de la période étudiée. Cette présence tardive suggère que les 
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cellules bipolaires liées aux bâtonnets seraient en charge de contrôler la 
concentration d’AEA dans la fonction adulte plutôt que dans le 
développement dans l’INL. L’expression transitoire dans les deux autres 
types de cellules bipolaires renforce l’hypothèse émise ci-dessus selon 
laquelle les eCBs pourraient être impliqués dans le développement de ces 
sous-types cellulaires, notamment dans la migration, l’acquisition du sous-
type et la synaptogenèse. Enfin, une contribution des eCBs à ces étapes du 
développement a été observée dans l’hippocampe et dans des cellules 
corticales en culture (Gomez et al., 2003; 2007; 2008a; 2008b; Harkany et al., 
2008a; Mulder et al., 2008).  
Il est à noter que nos observations d’une expression de FAAH dans 
les cellules bipolaires liées aux bâtonnets et l’absence du récepteur CB1 
dans ces cellules chez l’adulte sont en contradiction avec les données 
présentées par Yazulla et al. (1999). Ces auteurs ont constaté, le patron 
inverse, chez le rat albinos adulte. Ils ont observé  une expression du 
récepteur CB1 dans les cellules bipolaires liées aux bâtonnets et l’absence 
de FAAH dans ces cellules.  
Parallèlement à cette contradiction, nous avons pu observer, tout 
comme Yazulla et al (1999), que les cellules bipolaires qui expriment le 
récepteur CB1 et celles qui expriment FAAH sont mutuellement exclusives. 
Ces résultats pourraient traduire le fait que le système des eCBs est un 
système qui module la communication entre ce type de cellules bipolaires. En 
effet, l’activité de l’enzyme FAAH modifie l’activité du récepteur CB1 et ces 
deux protéines sont situées dans des types de cellules bipolaires différents. 
De plus, ce système peut servir de lien entre la voie des cônes et celle des 
bâtonnets. Le sens dans lequel ce lien s’effectue est opposé entre nos 
observations et celles de Yazulla et al.(1999). Il est possible que  cela 
provienne du fait que  les modèles utilisés sont différents. Heiduschka et 
Schraermeyer (2008) ont démontré que la réponse de la rétine interne, 
enregistrée par ERG, chez les rats albinos est différente de celles des rats 
pigmentés. D’autres auteurs ont, quant à eux, démontré que la rétine des rats 
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albinos est fonctionnellement et anatomiquement différente de celle des rats 
pigmentés (Crespo et al., 1985; Rachel et al., 2002). 
8.3.3- Les bâtonnets 
Le récepteur CB1 n’est pas exprimé dans les somas des bâtonnets ni 
chez l’adulte, ni pendant le développement. Il semblerait donc que ce 
récepteur ne soit pas impliqué dans le développement de ce type cellulaire. 
Ces données sont en accord avec celles présentées par d’autres auteurs 
dont les recherches ont porté sur la rétine du rat (Yazulla et al., 1999). 
Cependant, Hu et al.,(2010) rapportent une présence du récepteur CB1 dans 
les sphérules des bâtonnets de souris que nous n’avons pas décelé chez le 
rat. Nous avons obtenu, dans l’OPL, un marquage diffus à l’exception du 
marquage des pédicules de cônes. Ceci est en accord avec les données de 
Yazulla et al. (1999). 
Par ailleurs, nous avons observé la présence de l’enzyme FAAH dans 
les somas des bâtonnets, ce qui est en accord avec les données des autres 
études sur le système des eCBs chez les rongeurs adultes (Yazulla et al., 
1999; Hu et al., 2010). Cependant, il faut noter que Hu et al., (2010) 
rapportent une forte expression de cette enzyme dans les sphérules des 
bâtonnets, marquage que nous n’avons pas retrouvé. Cette disparité pourrait 
être due à des différences entre les espèces car Yazulla et al., (1999) ne 
rapportent pas non plus de marquage dans ces structures. Il est aussi 
possible que ces divergences soient attribuables à des différences entre les 
anticorps utilisés, les trois études ayant utilisé des anticorps différents. 
8.3.4- Les cellules de Müller 
Nous avons testé la présence du récepteur CB1 et de FAAH dans les 
cellules de Müller. FAAH n’est jamais présent dans ce type cellulaire alors 
que le récepteur CB1 est exprimé de façon transitoire entre P5 et P9 dans ce 
type cellulaire. Sachant qu’il a été démontré que l’AEA - le ligand du 
récepteur CB1 pouvait moduler la différenciation des cellules progénitrices en 
cellules gliales (Soltys et al., 2010), cela pourrait signifier que la présence 
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transitoire du récepteur CB1 dans les cellules de Müller au moment où celles-
ci acquiert leur identité et leur morphologie est un indice, mais non une 
confimation de l’implication de ce récepteur dans ces processus.  
8.4- Les endocannabinoïdes et le développement du système visuel 
Dans la rétine, durant la période postnatale, la synaptogenèse et le 
raffinement synaptique sont des processus importants. Un des mécanismes 
qui semble réguler ces processus est l’activité spontanée. Étant donné le rôle 
attribué aux eCBs dans la relâche synaptique, y compris spontanée, nous 
nous proposons dans les paragraphes qui suivent d’examiner la possibilité 
selon laquelle les eCBs pourraient moduler la synaptogenèse et le 
raffinement synaptique, dans la rétine et dans ses projections, en agissant 
sur l’activité spontanée. 
8.4.1- Activité spontanée 
Dans la rétine, avant l’ouverture des yeux, les cellules ganglionnaires 
présentent une activité spontanée périodique qui se propage sur une portion 
de la GCL (Syed et al., 2004; Zheng et al., 2006 et voir pour revue Torborg 
and Feller, 2005). Ces vagues d’activités très corrélées, qui se propagent, 
sont appelées "les vagues rétiniennes". Elles sont générées par trois circuits 
synaptiques différents selon l’étape du développement (Bansal et al., 2000; 
Syed et al., 2004).  
Chez la souris, l’activité spontanée rétinienne apparaît avant la 
naissance et se poursuit jusqu’à l’ouverture des yeux. Au cours de la dernière 
semaine de gestation, cette activité est contrôlée par les cellules amacrines 
cholinergiques et les connexions synaptiques électriques qui les relient 
(Bansal et al., 2000). De P0 à P11, cette activité est toujours contrôlée par la 
transmission cholinergique, mais la présence de récepteurs cholinergiques 
nicotiniques, contenant les sous-unités α3 et β2 est nécessaire (Feller et al., 
1996; Bansal et al., 2000; Zheng et al., 2006). Les cellules amacrines 
cholinergiques relâchent l’acétylcholine (Ach) qui dépolarise les cellules 
amacrines cholinergiques et ganglionnaires voisines causant ainsi la 
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propagation des vagues rétiniennes. De P11 à P14 (Bansal et al., 2000), 
l’activité spontanée est contrôlée par la transmission glutamatergique 
provenant des cellules bipolaires et les récepteurs glutamatergiques 
ionotropiques dans les cellules ganglionnaires. Elle est également modulée 
par les cellules amacrines cholinergiques (Wong et al., 1998; Wong et al., 
2000; Zhou and Zhao, 2000). 
En outre, les vagues rétiniennes sont modulées par différents 
systèmes de neurotransmission, par exemple, le GABA peut moduler la 
fréquence des vagues rétiniennes à toutes les étapes (Wong et al., 2000; 
Syed et al., 2004; Zheng et al., 2004; Wang et al., 2007). Un autre 
neuromodulateur est l’adénosine (Stellwagen et al., 1999; Dunn et al., 2006; 
Dunn and Feller, 2008). Ce dernier est sécrété par les cellules cholinergiques 
(Blazynski, 1989) et agit par des changements de concentration d’AMPc 
(Stellwagen et al., 1999; Dunn et al., 2006; Dunn and Feller, 2008). Le rôle de 
ce messager secondaire dans l’organisation des projections rétiniennes est 
important et sera abordé en détail dans la section consacrée à ces dernières. 
De nombreuses études ont abordé le rôle des eCBs dans la relâche 
synaptique ainsi que la synthèse des eCBs en réponse à l’activité neuronale 
dans diverses structures corticales (voir introduction). Quelques études 
existent sur le rôle des eCBs dans la maturation des connections synaptiques 
en fonction de l’expérience visuelle (Sjostrom et al., 2003; Huang et al., 2008; 
Liu et al., 2008a; Jiang et al., 2010a; Jiang et al., 2010b). Ces études 
soulignent que le rôle des eCBs dépend de l’activité neuronale. L’activité 
spontanée est une forme d’activité neuronale. Mais, à notre connaissance, 
une seule étude a abordé le rôle des eCBs dans la relâche synaptique 
spontanée. Ainsi, Warrier et Wilson (2007) ont démontré que l’activation du 
récepteur CB1 pouvait moduler la relâche synaptique spontanée dans 
certaines cellules amacrines GABAergiques embryonnaires. De plus, Lalonde 
et al.,(2006) ont rapporté que l’activation du récepteur CB1 pouvait moduler 
l’excitabilité des cellules ganglionnaires vers la fin de la première semaine de 
vie. On sait également que les eCBs modulent les taux d’AMPc dans les 
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cellules ganglionnaires (Argaw et al 2010) et que ce dernier a une grande 
influence sur l’activité spontanée rétinienne (Stellwagen et al., 1999). Ces 
auteurs ont démontré que lorsque le niveau d’AMPc est élevé, la taille, la 
vitesse et la fréquence des ondes sont augmentées. 
Nos données ont démontré la présence du récepteur CB1 dans les 
cellules ganglionnaires, amacrines et bipolaires durant la période postnatale, 
qui précède l’ouverture des yeux. Nous avons également constaté la 
présence de l’enzyme FAAH dans les cellules cholinergiques amacrines 
uniquement durant cette période. Cela nous amène à suggérer que ces 
cellules contrôlent la concentration des eCBs dans la rétine interne durant 
cette période. L’hypothèse suivante pourrait être posée : l’activité spontanée 
peut causer une augmentation locale de la concentration des eCBs qui 
peuvent alors en moduler l’étendue et/ou la fréquence et ainsi réguler les 
connections synaptiques dans la rétine interne et l’organisation des 
projections rétiniennes. 
L’activité spontanée, selon une définition stricte, est limitée aux 
neurones qui génèrent des potentiels d’action, à savoir les cellules 
ganglionnaires et quelques cellules amacrines. Cependant, il existe 
également "une activité spontanée" dans le sens d’un changement de 
potentiel membranaire dû à une relâche synaptique spontanée ailleurs dans 
la rétine. C’est le cas, par exemple, entre les cônes et les cellules 
horizontales où cette "activité spontanée" module également la 
synaptogenèse entre ces cellules. Dans la section 3.2.2, nous avons 
présenté une hypothèse selon laquelle les eCBs pourraient moduler la 
relâche synaptique des cônes et/ou des cellules horizontales et moduleraient 
ainsi leur synaptogenèse et leur organisation spatiale. L’hypothèse élaborée 
dans le paragraphe ci-dessus irait donc dans le même sens, mais ne 
s’applique pas aux mêmes cellules. 
8.4-2- L’activité spontanée et la synaptogenèse dans la rétine interne 
Le rôle de l’activité spontanée dans le façonnement des connexions 
synaptiques à l’intérieur de la rétine est beaucoup moins connu que son rôle  
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dans le façonnement des projections rétiniennes, qui a fait l’objet de 
nombreuses recherches. Cela dit, quelques auteurs commencent à étudier ce 
phénomène.  
Différentes recherches ont démontré que les connections 
synaptiques initialement établies dans la rétine interne sont grandement 
altérées durant la période postnatale pour former les voies ON et OFF. Par 
exemple, les dendrites de certaines cellules ganglionnaires démontrent des 
ramifications diffuses initialement, qui se réduisent pour occuper une seule 
strate dans l’IPL durant la période postnatale (Bodnarenko and Chalupa, 
1993; Bodnarenko et al., 1995; Deplano et al., 2004; Kim et al., 2010). 
Certains auteurs rapportent que les dendrites des cellules ganglionnaires 
occupent jusqu’à 60% de l’épaisseur de l’IPL à la naissance, pour n’en 
occuper que 20% deux semaines plus tard (Bansal et al., 2000; Diao et al., 
2004; Xu and Tian, 2007; Ren et al., 2010). En particulier, Rachel Wong et 
son équipe ont publié plusieurs études sur le rôle de l’activité spontanée 
rétinienne dans l’établissement des connections synaptiques dans la rétine 
interne (Wong et al., 2000; Lohmann et al., 2002; Wong and Ghosh, 2002; 
Kerschensteiner et al., 2009). Ainsi, Kerschensteiner et al., (2009) rapportent 
que la diminution de la relâche de glutamate durant la période postnatale 
affecte la formation de synapse entre les cellules ganglionnaires et les 
cellules bipolaires. Lohmann et al., (2002) observent que des changements 
de concentrations calciques intracellulaires, évoqués par la relâche de 
neurotransmetteur (probablement l’acétylcholine) causent la stabilisation de 
synapses formées par les cellules ganglionnaires. 
Toutes ces données démontrent que l’activité neuronale en général, 
et spontanée en particulier, est un facteur important pour l’établissement et le 
maintien des connections synaptiques dans la rétine interne. En outre, il est 
maintenant connu que le récepteur CB1 et l’enzyme FAAH sont présents 
dans les cellules amacrines et ganglionnaires qui contrôlent les vagues 
rétiniennes durant les deux premières semaines de vie et que le récepteur 
CB1 peut moduler la relâche de certains neurotransmetteurs, ainsi que 
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l’excitabilité des cellules ganglionnaires. Cela suggère que le système des 
eCBs pourrait également jouer un rôle dans les mécanismes qui contrôlent 
l’établissement et le maintien des synapses par le biais de la modulation de 
l’activité spontanée dans la rétine.  
L’activité spontanée et les eCBs affectent également l’organisation 
des projections rétiniennes vers le collicule supérieur et le corps genouillé 
latéral, dont nous allons traiter dans la partie suivante. 
8.4.3- Les endocannabinoïdes modulent les projections rétinofuges 
Avant d’aborder les résultats de notre troisième étude, nous allons 
discuter des données présentée en annexe 1 qui s’inscrivent dans le contexte 
du rôle des eCB dans le développement du système visuel. Ces résultats 
démontrent que les eCBs peuvent moduler à la fois la morphologie et le 
guidage du cône de croissance des cellules ganglionnaires in vivo et ex vivo. 
Ainsi, la stimulation du récepteur CB1 avec un agoniste cause une diminution 
de l’aire du cône de croissance et du nombre de filopodes sur le cône 
croissance. L’utilisation d’un agoniste inverse a pour conséquence l’effet 
opposé sur des cellules ganglionnaires en culture. La fonction du cône de 
croissance étant de détecter l’environnement immédiat de l’axone et d’y 
adapter sa navigation, nous avons étudié l’effet d’une stimulation locale et en 
gradient d’agents pharmacologiques agissant via le récepteur CB1 sur le 
comportement du cône de croissance. Nos données montrent que les 
agonistes du récepteur CB1 causent la rétraction du cône de croissance, 
mettant en évidence l’effet répulsif des eCBs sur les axones des cellules 
ganglionnaires. Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés dans la 
littérature (Berghuis et al., 2007) et démontrent l’implication du récepteur CB1 
dans le guidage axonal des cellules ganglionnaires. Afin de déterminer si ce 
récepteur pouvait moduler la croissance axonale dans un système un peu 
plus complet, nous avons stimulé des explants de rétine avec un agoniste ou 
un agoniste inverse du récepteur CB1. L’agoniste a ralenti la croissance des 
projections rétiniennes alors que l’agoniste inverse l’a favorisée. Ces 
données sont en accord avec les résultats de certaines études (Vitalis et al., 
246 
 
2008), mais en désaccord avec d’autres (Williams et al., 2003; Mulder et al., 
2008; Keimpema et al., 2010). Bien qu’il soit clair que les eCBs affectent la 
croissance et le guidage axonal, nous n’avons pas encore les connaissances 
nécessaires pour construire une vision consensuelle des effets des eCBs sur 
ces processus. 
Plusieurs voies de signalisation en aval du récepteur peuvent aboutir 
à une réorganisation du cône de croissance, y compris les voies AMPc/PKA, 
MAPK, PI3K et mTOR que nous avons évaluées dans ce travail. Nos 
données montrent que la manipulation de l’activité du récepteur CB1 altère 
l’activité de la voie AMPc/PKA, l’agoniste diminuant le niveau d’AMPc et la 
phosphorylation de la PKA, alors que l’agoniste inverse a induit les 
conséquences opposées. En outre, l’inhibition de la PKA a bloqué l’effet 
induit par l’agoniste inverse du récepteur CB1, démontrant ainsi que cette 
voie était nécessaire à l’effet du récepteur CB1 sur le cône de croissance. Un 
des éléments qui peut être affecté par la voie AMPc/PKA est la translocation 
de DCC, récepteur à la nétrine, vers la membrane plasmique. La 
translocation de ce récepteur joue un rôle important dans le guidage axonal 
(Bouchard et al., 2004). Nous avons donc testé ce lien et nos données 
démontrent qu’un blocage pharmacologique du récepteur CB1 cause 
l’augmentation de la concentration de DCC au niveau de la membrane, ce qui 
produit une réorganisation du cône de croissance. De plus, la modulation de 
l’activité du récepteur CB1 n’a causé aucune réorganisation du cône de 
croissance dans les cultures neuronales isolées de souris dont le gène dcc a 
été muté. Ces résultats démontrent que la réorganisation morphologique du 
cône de croissance enclenchée par le récepteur CB1 dépend du récepteur 
DCC. 
In vivo, la perturbation du système des eCBs oculaire affecte le 
développement des projections rétinofuges. En effet, l’injection intraoculaire 
d’un agoniste du récepteur CB1 a ralenti le développement de ces dernières 
alors que l’agoniste inverse en favorise la croissance. L’agoniste inverse a 
entraîné également l’émergence ou le maintien de branches aberrantes dans 
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le collicule supérieur. Ainsi, une injection intraoculaire à P1 cause 
l’augmentation de la projection ipsilatérale dans le collicule supérieur du 
hamster. Étant donné la densité de la projection controlatérale, il nous a été 
impossible d’évaluer si cette projection était également accrue dans notre 
paradigme expérimental. Il s’en suit que nos données ne nous permettent 
pas d’affirmer si : 
• ces projections ipsilatérales accrues sont dues à une stabilisation 
de branches, qui dans le développement normal, se seraient 
rétractées;  
• ces branches sont dues à une « mauvaise décision » dans le 
guidage du cône de croissance des cellules ganglionnaires. Cette 
dernière option est cependant peu probable, car la majorité des 
axones des cellules ganglionnaires ont déjà traversé le point 
décussation à P0 chez le hamster (Woo et al., 1985; Jhaveri et al., 
1996). 
Nous pouvons alors nous poser la question de savoir par quel 
mécanisme l’injection intraoculaire d’un agoniste inverse du récepteur CB1 
pourrait stabiliser des projections aberrantes. Comme nous l’avons vu 
précédemment, durant la période périnatale la rétine est balayée de manière 
sporadique par des vagues d’activité spontanée. Ce type d’activité semble 
influencer le patron des connections rétinofuges (Firth et al., 2005; Feller, 
2009). Ces vagues ont été impliquées dans le raffinement des projections 
rétinothalamiques et rétinocolliculaires par un mécanisme hébbien (Shatz and 
Stryker, 1988; Sretavan et al., 1988; Penn et al., 1998; Chapman, 2000; 
Chandrasekaran et al., 2005; Shah and Crair, 2008). Nous avons également 
souligné le lien entre l’activité spontanée et les taux d’AMPc. C’est par ce 
biais que l’AMPc peut moduler pour le développement des projections 
rétinothalamiques et l’établissement d’une rétinotopie. Stellwagen and Shatz 
(2002) ont mis en évidence que l’augmentation unilatérale de l’activité 
rétinienne par le biais d’injections intraoculaires d’AMPc suscite un 
élargissement de la superficie occupée par les projections rétinofuges de l’œil 
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traité par rapport à l’autre. De plus, une oscillation plutôt qu’une augmentation 
maintenue du niveau d’AMPc est nécessaire pour l’élimination des branches 
aberrantes. La fluctuation de l’AMPc dans le cône de croissance rend celui-ci 
sensible à l’éphrine-A5 causant la rétraction des branches aberrantes (Nicol 
et al., 2007). 
Nous pouvons donc émettre l’hypothèse selon laquelle 
l’augmentation locale de la concentration des eCBs (due à l’activité 
spontanée) pourrait causer l’activation du récepteur CB1 qui modulerait la 
relâche synaptique de certains neurotransmetteurs et l’excitabilité des 
cellules ganglionnaires d’une part et la concentration en AMPc d’autre part. 
Cette hypothèse est également soutenue par les données que nous 
avons recueillies chez les souris cnr1-/-. En effet, nos données démontrent 
que l’absence du récepteur CB1 affecte la ségrégation des projections 
ipsilatérales et contralatérales, phénomène qui se retrouve souvent lorsque 
sont créés un déséquilibre de l’activité spontanée entre les deux yeux ou des 
changements dans la concentration d’AMPc cellulaire (Tavares Gomes et al., 
2009).  
 
Toutes ces données cumulées suggèrent que le système de eCBs 
pourrait participer à l’établissement de la circuiterie du système visuel tant au 
niveau de la rétine que de ces projections. 
 
9- Rôles des éléments du système eCB dans la rétine adulte 
Dans la littérature, les données relatives à l’expression des éléments 
du système des eCBs suggèrent que ce dernier aurait un rôle dans la 
fonction rétinienne adulte. Les données fonctionnelles accumulées dans les 
rétines du cyprin doré et de la salamandre démontrent une implication du 
récepteur CB1 dans la réponse des cônes et des bâtonnets. Cependant, ces 
études ayant été faites in vitro avec des méthodes de "patch clamp", il est 
difficile d’en extrapoler un effet global du récepteur CB1 dans la rétine. Nous  
avons donc entrepris d’évaluer les rôles des récepteurs CB1 et CB2 dans la 
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fonction de la rétine adulte et la distribution du récepteur CB2, compte tenu 
du fait que ce récepteur a été très peu étudié jusqu’à présent.  
9.1- La distribution du récepteur CB2 
Nous avons analysé le patron d’expression du récepteur CB2, dans 
la rétine de la souris adulte, par co-localisation. Bien que nous n’ayons pas 
pu en intégrer les illustrations dans le présent travail, nous allons, néanmoins, 
en exposer les résultats brièvement. Nos données nous ont permis de 
constater que le récepteur CB2 s’exprime dans toutes les couches de la 
rétine et, en particulier, dans les couches synaptiques comme cela a été 
observé par Lopez et al. (2010) chez le rat. En utilisant des marqueurs des 
types cellulaires rétiniens, nous avons localisé précisément ce récepteur 
dans les cônes, les bâtonnets, les cellules horizontales, les cellules 
bipolaires, certaines cellules amacrines et les cellules ganglionnaires. Ces 
données sont partiellement en accord avec les résultats de Lopez et al., 
(2010) qui, en se basant sur la morphologie et la position des cellules 
rétiniennes, ont conclu que ce récepteur s’exprime dans les cellules 
horizontales, amacrines et ganglionnaires. Il est possible que la différence 
dans la distribution du récepteur CB2, entre les deux études, soit due à 
l’espèce étudiée. Cependant, l’analyse des photos publiées dans l’article de 
Lopez et al. (2010) nous permet de constater que l’intensité du bruit de fond 
est telle qu’il peut avoir masqué la présence du récepteur CB2 dans certains 
types cellulaires.  
9.2- Condition scotopique 
9.2.1- Le rôle du récepteur CB2 
Les électrorétinogrammes (ERG) enregistrés chez les souris cnr2-/- 
démontrent plusieurs anomalies par rapport à ceux enregistrés chez des 
souris de souche sauvage. Ainsi, nous avons pu observer une augmentation 
de l’amplitude de l’onde a, quelque soit l’intensité utilisée, et une 
augmentation de l’onde b, aux intensités intermédiaires. En analysant ces 
augmentations, nous avons constaté l’existence d’une relation non linéaire 
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entre le pourcentage de changements de l’onde a et l’intensité qui l’évoque. 
Ce pourcentage de changements suit une distribution bimodale qui peut être 
interprétée comme l’effet du récepteur CB2 sur chaque type de 
photorécepteurs. Il permet de constater que l’effet sur les bâtonnets a une 
envergure nettement supérieure à celui sur les cônes. Cette différence dans 
l’ampleur de l’effet n’est pas sans rappeler une conclusion tirée par Fan et 
Yazulla (2003; 2007) et Straiker et Sullivan (2003). Ces auteurs ont pu 
observer que l’exposition de rétines au WIN55212-2 (un agoniste des 
récepteurs aux cannabinoïdes) entraine une diminution des courants 
potassiques et une augmentation des courants calciques dans les bâtonnets, 
ainsi qu’une diminution des deux types de courants dans les cônes. Sur la 
base de ces résultats, ils ont suggéré que l’activation des récepteurs aux 
eCBs causerait une diminution de la sensibilité des bâtonnets. Ils ne se sont 
pas prononcés en ce qui concerne les cônes, puisque l’effet de la diminution 
des deux courants a des conséquences opposées. Ces résultats peuvent 
expliquer la différence d’impact de l’élimination du récepteur CB2 sur les 
bâtonnets et sur les cônes que nous avons observé. 
L’analyse de nos résultats nous a permis de constater que l’intensité 
qui évoque le changement maximal de l’onde b est comprise dans l’intervalle 
d’intensité qui suscite le premier pic de changement de l’onde a. Si nous 
souscrivons à l’hypothèse que ce changement de l’onde a est dû à une 
réponse accrue des bâtonnets, nous pouvons alors conclure que l’effet 
obtenu sur l’onde b serait dû à une réponse accrue des cellules bipolaires 
liées aux bâtonnets. De plus, nous avons remarqué qu’aux intensités 
supérieures, l’amplitude de l’onde b chez les animaux cnr2-/- n’est pas 
différente de celle des souris de souche sauvage. Cela peut s’expliquer par le 
fait que l’importance relative de la réponse des cellules bipolaires liées aux 
bâtonnets diminue au fur et à mesure que l’intensité utilisée est augmentée, 
car il y a de plus en plus de cellules bipolaires liées aux cônes qui répondent. 
En outre, cette augmentation de l’amplitude de l’onde a, visible à 
toutes les intensités, atteint un maximum de 60% et s’accompagne d’une 
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augmentation de l’amplitude de l’onde b, visible à cinq intensités 
intermédiaires seulement, qui atteint un maximum 32%. La dichotomie entre 
l’effet important sur l’onde a et celui nettement plus modeste sur l’onde b 
suggère qu’il pourrait y avoir un mécanisme de compensation en action dans 
la synapse entre le bâtonnet et la cellule bipolaire. Une hypothèse plausible 
serait que le récepteur CB1 puisse compenser dans une certaine mesure 
l’élimination du récepteur CB2 étant donné que jusqu’à présent il existe une 
grande superposition entre les rôles découverts pour ces deux récepteurs. 
Cette compensation pourrait se traduire par un changement de concentration 
totale du récepteur CB1, de son ligand ou des enzymes de synthèse et de 
dégradation de ce ligand. Pour évaluer cela, nous avons mesuré, chez les 
souris cnr2-/- et de souches sauvages, les concentrations totales des 
protéines mentionnées ci-dessus. Nos résultats montrent une surexpression 
des enzymes de synthèse et de dégradation du ligand du récepteur CB1, 
mais pas de changement dans la concentration du récepteur lui-même. Ceci 
suggère que le récepteur CB1 pourrait être plus actif dans la rétine des souris 
cnr2-/-. Étant donné le rôle de ce récepteur dans la régulation de la baisse de 
la relâche synaptique (Fan and Yazulla, 2007) l’effet subtil sur l’onde b 
pourrait donc être dû à une compensation par le récepteur CB1.  
Nos données nous ont également permis de mettre en évidence une 
augmentation de l’amplitude cumulée des potentiels oscillatoires due à 
l’élimination du récepteur CB2. Nous constatons que l’intervalle d’intensités 
qui évoque cette augmentation dans l’amplitude des OPs cumulés ne 
correspond pas à celui qui suscite les changements de l’onde b. Cela nous 
amène à penser que l’effet observé sur les potentiels oscillatoires n’est pas 
hérité de l’effet observé sur l’onde b, mais qu’il est causé par des 
changements au niveau de la rétine interne. En effet, une récente étude 
(Tremblay et al., 2002) a démontré que l’élimination de l’isoforme I de 
l’adénylate cyclase entraine une importante atténuation de l’amplitude des 
potentiels oscillatoires sans atteinte de l’onde b. Sachant que l’interaction 
entre le récepteur CB2 et l’adénylate cyclase I est inhibitrice, nous pouvons 
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poser l’hypothèse que l’élimination de ce dernier causerait une suractivité de 
l’adénylate cyclase I qui provoquerait des potentiels oscillatoires accrus. 
9.2.2- Le rôle du récepteur CB1 
L’élimination du récepteur CB1 n’a pas affecté l’amplitude de la 
réponse rétinienne. Toutefois, nous avons noté une diminution de l’intensité 
nécessaire pour susciter une réponse maximale de la rétine. Cela suggère 
que ce récepteur a un léger impact sur la sensibilité des photorécepteurs, 
probablement sur les cônes étant donné que l’on ne voit pas de changement 
dans la réponse maximale des bâtonnets. Ceci est en accord avec les 
données rapportées dans la littérature, par Fan et Yazulla (2003; 2007) ainsi 
que Straiker et Sullivan (2003). Ces auteurs ont pu observer que l’exposition 
de rétines au WIN55212-2 (un agoniste des récepteurs aux cannabinoïdes – 
voir tableau 3) a entrainé une atténuation des courants calciques et 
potassiques dans les cônes.  
Par ailleurs, l’élimination du récepteur CB1 a causé un changement 
dans le profil temporel de la réponse rétinienne. En effet, à l’intensité 
évoquant le  "rod V-max", l’onde b dure plus longtemps et l’amplitude de 
l’onde négative qui la suit est inférieure. Bien que cela ne s’applique pas au 
même type cellulaire, cette observation n’est pas sans rappeler l’effet 
rapporté par Struik et al., (2006). Ces auteurs ont examiné l’effet de l’agoniste 
des récepteurs aux CBs, WIN55212-2, sur la réponse des cônes et ils 
rapportent une accélération de la pente de descendante durant la 
repolarisation du cône et une augmentation de l’hyperpolarisation qui suit. 
Les auteurs suggèrent que le récepteur CB1 pourrait être impliqué dans les 
mécanismes de désactivation de la cascade de phototransduction dans les 
cônes. En outre, Yazulla et al.,(2000) ont également démontré que 
l’activation du récepteur CB1 avec WIN55212-2 pouvait inhiber certains 
courants potassiques dans les cellules bipolaires ON du cyprin doré.  
Mis ensemble, les résultats de ces auteurs et les nôtres suggèrent 
que le récepteur CB1 participe à l’établissement du profil temporel de la 
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réponse rétinienne et, en particulier, aux mécanismes de repolarisation et 
d’hyperpolarisation après une dépolarisation.  
 
En conclusion, l’élimination des deux récepteurs aux 
endocannabinoïdes affecte la réponse rétinienne en condition scotopique. 
Nous constatons également que les deux récepteurs semblent affecter des 
aspects différents de la réponse rétinienne. L’élimination du récepteur CB1 
module l’aspect temporel de la réponse, particulièrement le temps nécessaire 
pour mettre fin à l’activation et à l’hyperpolarisation qui la suit. L’élimination 
du récepteur CB2, quant à elle, module l’amplitude de la réponse et la 
sensibilité rétinienne. 
9.3- Condition photopique 
9.3.1- Le rôle du récepteur CB2 
Nous avons également enregistré des ERGs en condition 
photopique. Cela nous a permis d’évaluer la capacité des rétines des souris 
cnr2-/- à s’adapter à un environnement lumineux. Nos résultats démontrent 
que la rétine des souris cnr2-/- est capable de s’adapter à son environnement 
lumineux. Toutefois, elle affiche une réponse anormalement forte aux temps 
intermédiaires.  
Étant donné le rôle établi des récepteurs aux eCBs dans la 
modulation de la relâche synaptique et des mécanismes d’adaptation comme 
la dépression synaptique à long terme, le système eCB est dans une position 
stratégique pour participer aux mécanismes d’adaptation de la rétine. Ainsi, il 
a été démontré que le système des eCBs pouvait interagir avec la dopamine 
(DA) dans la rétine (Fan and Yazulla, 2004). La DA est un neuromodulateur 
important pour l’adaptation à la lumière (voir pour revue Witkovsky, 2004 ). La 
DA est libérée par les cellules dopaminergiques inter-plexiformes et 
amacrines (Savy et al., 1995), suite à un changement d’illumination de la 
rétine (Witkovsky et al., 2000). La DA peut alors moduler à la hausse la 
sensibilité des cônes à la lumière en agissant sur plusieurs mécanismes 
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détaillés par Witkovsky (2004). Il existe cinq types de récepteurs 
dopaminergiques, D1 à D5, (Gingrich and Caron, 1993), qui sont tous des 
récepteurs à sept passages transmembranaires couplés à une protéine G. 
Ces récepteurs sont groupés en deux sous-familles appelées "D1-like" 
incluant les récepteurs D1 et D5 et "D2-like" incluant les récepteurs D2, D3 et 
D4 (Gingrich and Caron, 1993). Ces deux familles de récepteurs modulent 
toutes deux la voie AMPc/PKA, mais dans des sens opposés.  Les 
récepteurs "D1-like" sont des modulateurs positifs de cette voie (Monsma et 
al., 1990) alors que les récepteurs "D2-like" sont des modulateurs négatifs 
(Jackson and Westlind-Danielsson, 1994). Il a été démontré que l’élimination 
du récepteur D4, présent dans les photorécepteurs (Cohen et al., 1992; 
Klitten et al., 2008), causait une réponse photopique diminuée chez la souris 
(Nir et al., 2002). 
Par ailleurs, Fan et Yazulla (2004) ont mis en évidence une 
interaction entre les récepteurs aux eCBs et les récepteurs "D2-like" dans les 
cônes de la rétine du cyprin doré. Dans cette étude, une seule application de 
WIN55212-2 à faible concentration causait une augmentation des courants 
calciques, potassiques et chloriques, alors qu’une co-application de cette 
même drogue avec un agoniste des récepteurs D2 éliminait ces effets. Les 
auteurs de cette étude concluaient que cet effet dépendait du récepteur CB1, 
qui était considéré comme le seul récepteur aux cannabinoïdes présent dans 
la rétine. Cette conclusion doit maintenant être remise en question étant 
donné la présence du récepteur CB2 dans la rétine et le fait que l’agoniste 
WIN55212-2 n’est pas spécifique au récepteur CB1 (voir tableau 3). Ainsi, il 
serait envisageable que  l’adaptation anormale de la rétine des souris cnr2-/- 
que nous avons mise en évidence soit due à une augmentation de la 
sensibilité des cônes par un mécanisme dépendant de la DA, dont l’action 
n’est plus contrebalancée par les récepteurs CB2. 
L’interaction entre la DA et le système eCBs a également été mise en 
évidence dans les cellules bipolaires (Fan and Yazulla, 2005). Cette étude de 
Fan et Yazulla démontre notamment que la co-activation du récepteur CB1 et 
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du récepteur D1 dans les cellules bipolaires produit des effets antagonistes 
sur les courants potassiques, le récepteur CB1 les supprimant et le récepteur 
D1 les augmentant. La conclusion selon laquelle cet effet dépend du 
récepteur CB1 repose sur l’utilisation de l’antagoniste SR141716A (Pertwee, 
2005) et sur le fait que le récepteur CB1 était considéré comme le seul 
récepteur aux cannabinoïdes exprimé dans la rétine. Cependant, 
l’antagoniste SR141716A n’étant pas un antagoniste parfaitement sélectif au 
récepteur CB1 (voir tableau 3 pour les valeurs de Ki) et sachant que le 
récepteur CB2 s’exprime également dans la rétine, il est concevable qu’une 
partie des effets, mis en évidence dans cette étude, soit imputable au 
récepteur CB2. En outre, chez le rongeur, certaines cellules bipolaires 
expriment le récepteur D1 (Veruki and Wassle, 1996; Nguyen-Legros et al., 
1997) et sont donc soumises à l’influence de la DA. Nous pouvons alors 
poser l’hypothèse que l’effet mesuré sur l’onde b, en condition photopique, 
pourrait être dû à une action du système dopaminergique dont l’influence est 
moins contrebalancée par le système eCB à la fois au niveau des cônes et 
au niveau des cellules bipolaires. 
9.3.2- Le rôle du récepteur CB1  
L’élimination du récepteur CB1 ne semble pas avoir affecté la 
réponse rétinienne en condition photopique. Ceci est très surprenant étant 
donné que plusieurs études montrent un impact de l’activation ce récepteur 
sur plusieurs courants ioniques dans les cônes et dans les cellules bipolaires 
liées aux cônes. Plusieurs explications sont possibles, la première étant que 
chez les animaux cnr1-/-, il existe des mécanismes de compensation qui 
masquent l’impact de l’élimination de ce récepteur. Pour tenter d’évaluer 
cette possibilité, nous avons quantifié les autres éléments du système des 
eCBs. Nos données ne nous ont pas permis d’observer de sur-expression du 
récepteur CB2 et des enzymes de synthèse et de dégradation du système 
des eCBs. Cela n’élimine pas la possibilité que le récepteur CB2 soit 
simplement plus actif, mais cela est moins probable étant donné ces 
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observations. Par ailleurs, il est également possible que d’autres mécanismes 
se soient mis en place pour compenser l’élimination du récepteur CB1. 
La deuxième option est que le récepteur CB1 ne joue pas le même 
rôle dans les rétines de rongeurs que dans les rétines des poissons et des 
amphibiens. Étant donné que notre étude est la seule qui ait la souris comme 
modèle animal, nous n’avons pas de base de comparaison pour confirmer ou 
infirmer cette hypothèse. Il est également possible que chez les poissons et 
les amphibiens, le récepteur CB2 ne soit pas exprimé dans la rétine et que le 
récepteur CB1 soit en charge de tous les rôles, qui chez la souris, sont 
répartis entre les deux récepteurs. De plus amples expérimentations 
permettraient de confirmer ou d’infirmer ces hypothèses. 
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Ligands 
Valeurs Ki (nM) 
Récepteur CB1 Récepteur CB2 
SR141716A 1.8   à 12.3 514  à 13200 
CP54490 0.5   à 5.0 0.69 à 2.8 
WIN55212-2 1.89 à 123 0.28 à 16 
2-AG 58.3 145 
Données tirées de Cannabinoids and the Brain -  Köfalvi, 2008   
 
Tableau 5 : Valeurs des constantes d’inhibition des ligands de CB1 et 
CB2 
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En conclusion, nos données démontrent que le récepteur CB2 est 
impliqué dans les mécanismes d’adaptation de la rétine, et ce potentiellement 
en interaction avec la dopamine. Ce qui n’est pas le cas du récepteur CB1. 
Nos données fonctionnelles démontrent que chacun des récepteurs 
aux cannabinoïdes participe à l’établissement de la réponse rétinienne chez 
la souris, mais affecte cette réponse différemment. De plus amples 
expériences devront être réalisées pour construire une image claire du rôle 
de chacun des récepteurs dans la fonction rétinienne et réconcilier toutes les 
données de la littérature. 
 
10- Perspectives  
Nos études nous ayant permis de poser de nouvelles hypothèses en 
ce qui concerne le développement et le fonctionnement de la rétine, l’étape à 
venir sera de les valider.  
10.1- Études futures relatives au développement 
En ce qui concerne le rôle du système eCB dans la synaptogenèse, 
une première étape pourrait être d’utiliser des souris transgéniques dont 
diverses cellules rétiniennes sont fluorescentes et de les exposer à divers 
cannabinoïdes synthétiques afin d’en évaluer l’impact sur la synaptogenèse. 
L’utilisation du même type de protocole expérimental avec des souris dont 
quelques cellules ganglionnaires sont fluorescentes permettrait d’étudier le 
rôle du système des eCBs dans le raffinement des synapses à la fois au 
niveau de la rétine, du collicule supérieur et du corps genouillé latéral. 
L’étude du rôle du récepteur CB1 dans les ondes rétiniennes 
spontanées serait également un sujet très intéressant. Des rétines isolées, à 
diverses étapes de développement, pourraient être exposées à plusieurs 
cannabinoïdes synthétiques pour évaluer leurs effets sur l’amplitude, 
l’étendue et la fréquence des vagues rétiniennes. 
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Par ailleurs, nos études ayant permis d’établir le patron d’expression 
du récepteur CB1 et de l’enzyme FAAH, il reste à étudier, par 
immunohistochimie, le patron d’expression d’autres protéines du système des 
eCBs, notamment celui du récepteur CB2 qui n’est que très peu connu.  
Enfin, l’étude de l’évolution temporelle des ligands endogènes des 
récepteurs aux eCBs durant le développement postnatal apporterait une 
meilleure compréhension du rôle de ces derniers dans le développement. 
10.2- Études futures chez l’adulte 
Bien que nos données aient permis de mettre en évidence un rôle du 
récepteur CB2 dans le fonctionnement de la rétine adulte, la méthode utilisée 
ne permettait pas une compréhension détaillée de ce rôle. Il serait intéressant 
de poursuivre l’investigation en faisant des enregistrements in vitro sur des 
rétines exposées à des cannabinoïdes synthétiques spécifiques aux 
récepteurs CB2. De plus, ce rôle du récepteur CB2 dans le fonctionnement 
de la rétine remet en question, dans une certaine mesure, les rôles jusqu’ici 
attribués uniquement au récepteur CB1. Il faudrait donc revalider ces 
données en utilisant des drogues spécifiques au récepteur CB1. 
Il serait également très intéressant d’étudier davantage l’interaction 
entre la dopamine et le système des eCBs, et particulièrement le récepteur 
CB2. Il serait possible de vérifier, par exemple, si l’injection d’un agoniste du 
récepteur CB2 pourrait avoir l’effet inverse de celui que nous avons observé 
dans notre étude. Puis, de déterminer si l’application d’un agoniste 
dopaminergique en conjonction avec cet agoniste du récepteur CB2 pourrait 
éliminer cet effet. 
Par ailleurs, pour palier à l’écueil que constitue l’utilisation de souris 
génétiquement modifiées (élimination du récepteur CB1 ou CB2), il faudrait 
utiliser des injections de cannabinoïdes synthétiques spécifiques à chacun 
des récepteurs chez les souris de souche sauvage. Cela permettrait 
d’évaluer si les effets obtenus sont inverses de ceux décrits dans le présent 
travail et de confirmer ou infirmer certaines de nos hypothèses. 
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Enfin, étant donné qu’il existe de nombreux recoupements dans les 
rôles des deux récepteurs, il serait intéressant d’évaluer la fonction rétinienne 
chez des souris transgéniques n’ayant ni récepteurs CB1, ni CB2. 
 
Conclusion 
Les recherches qui sous-tendent cette thèse ont permis de mieux 
comprendre le rôle des endocannabinoïdes dans la rétine au cours du 
développement et chez la souris adulte.  
Durant le développement de la souris, le patron d’expression du 
récepteur CB1 et de l’enzyme FAAH ainsi que leur redistribution massive 
nous permet de poser des hypothèses quant au rôle de ce système dans le 
développement de la rétine : 
Le système des eCBs pourrait participer à la synaptogenèse, en 
particulier celle dépendante de l’activité. 
Le patron d’expression du récepteur CB1 et de l’enzyme FAAH, qui 
se superposent tôt dans le développement et sont mutuellement exclusifs 
chez l’adulte, permet de supposer que durant le développement, le système 
des eCBs jouerait un rôle d’automodulation, alors que dans la rétine adulte, il 
jouerait un rôle de communication entre les cellules. 
 
Par ailleurs, notre troisième étude a permis, pour la première fois, de 
mettre en évidence le rôle du système eCB dans la rétine d’un mammifère. 
En effet, nous démontrons un rôle du récepteur CB2 dans la modulation de la 
sensibilité rétinienne, en particulier pour la vision issue des bâtonnets. Nous 
avons également démontré un rôle de ce récepteur dans l’adaptation de la 
rétine à la lumière. 
Le récepteur CB1, quant à lui, semble davantage impliqué dans 
l’établissement du profil temporel de la réponse rétinienne.   
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Abstract 
Endocannabinoids (eCBs) are retrograde neurotransmitters that modulate the 
function of many types of synapses. The presence of eCBs, their CB1 
receptor (CB1R) and metabolizing enzymes at embryonic and early postnatal 
periods have been linked to developmental processes such as neuronal 
proliferation, differentiation and migration, axon guidance and 
synaptogenesis. Here, we demonstrate the presence of a functional eCB 
system in the developing visual system and the role of CB1R during axon 
growth and retinothalamic development. Pharmacological treatment of retinal 
explants and primary cortical neuron cultures with ACEA, a selective CB1R 
agonist, induced a collapse of the growth cone (GC). Furthermore the 
application of AM251, a CB1R inverse agonist, to the neuronal cultures 
increased the surface area of GC. In vivo, intraocular injection of ACEA 
diminished retinal projection growth, while AM251 promoted growth and 
caused aberrant projections. In addition, compared with their wild-type 
littermates, CB1R-deficient adult mice revealed a lower level of eye-specific 
segregation of retinal projections in the dorsal lateral geniculate nucleus. 
Finally, we found that pharmacological modulation of CB1R affected the 
trafficking of Deleted in of Colorectal Cancer (DCC) receptor to the plasma 
membrane in a PKA-dependent manner. Moreover, pharmacological 
inhibition or genetic inactivation of DCC abolished the CB1R-induced 
reorganization of the GC. Overall, these findings establish a mechanism by 
which the CB1R influence GC behavior and nervous system development in 
concerted action with DCC. 
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Introduction 
Marijuana is one of the most commonly abused drugs by women of 
reproductive age (Ebrahim and Gfroerer, 2003; SAMHSA, 2008; Hanus, 
2009). This is important to consider, as there is mounting evidence that 
prenatal exposure has been associated with deleterious neurobehavioral 
consequences on the offspring (Jutras-Aswad et al., 2009). The underlying 
mechanisms of the detrimental effects of Cannabis on the developing 
nervous system has not been well understood to date, but the recent insights 
into the constituents and the functioning of the endocannabinoid (eCB) 
system has promoted possible mechanisms of action. Anandamide and 2-
arachidonoylglycerol are the main eCBs, modulating synaptic transmission in 
many brain regions (Kano et al., 2009). eCB actions are primarily mediated 
by the CB1and CB2 receptors (CB1R, CB2R), but other receptor systems 
have also been implicated in eCB signalling (Ryberg et al., 2007; Mackie, 
2008). Recent studies implicate the eCB system in a wide variety of 
developmental events such as cell proliferation and migration, and axon 
guidance during central nervous system (CNS) development (Berghuis et al., 
2005; Berghuis et al., 2007; Harkany et al., 2008; Mulder et al., 2008; Watson 
et al., 2008; Keimpema et al., 2010; Wu et al., 2010). In particular, the CB1R 
has been reported to regulate pyramidal cell specification, GABAergic 
interneuron development and cortical neuron growth (Berghuis et al., 2007; 
Mulder et al., 2008; Vitalis et al., 2008; Keimpema et al., 2010; Wu et al., 
2010). Berghuis et al. (2007) reported that CB1R induces GC collapse by 
activating RhoA, an intracellular protein regulating cytoskeletal 
rearrangements. Recent investigations also allocated important functions to 
the eCB synthesizing and degradation machinery in the control of axon 
growth and guidance (Keimpema et al., 2010). Nonetheless, the mechanisms 
by which eCBs influence GC reorganization during axon guidance have 
remained to be elucidated.    
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Here, the involvement of the eCB system in the development of the visual 
system was investigated. During embryogenesis, retinal ganglion cell (RGC) 
axons navigate through distinct anatomical structures before reaching their 
targets. Axons enter the optic disc, penetrate the optic nerve head, cross the 
optic chiasm and finally connect with their thalamic (dorsal lateral geniculate 
nucleus, dLGN; and lateral posterior, LP) and midbrain (superior colliculus, 
SC) targets in the appropriate hemisphere (Isenmann et al., 2003). RGC axon 
growth is largely directed by guidance cues present in their environment, 
including netrin-1, slits and ephrins (Inatani, 2005). Their respective receptors 
(DCC, Robo and Eph) located at the growth cone (GC) transduce guidance 
signals to a cytoplasmic gradient of molecules resulting in the formation of 
functional retinofugal connections (Sanford et al., 2008).  
 
We used the rodent neuro-visual system and primary cortical neuron cultures 
(for biochemical assays requiring a large amount of neurons) to demonstrate 
a mechanism by which eCBs influence axon guidance. We found that the 
developing visual system expresses the CB1R and the eCB synthesizing and 
degrading enzymes. Furthermore, pharmacological manipulation of the CB1R 
affects RGC growth and retinothalmic development. Importantly, we observed 
that the DCC receptor is necessary for CB1R-induced reorganization of the 
GC.  
 
Materials and Methods 
All animal experiments were approved by the Comité de déontologie de 
l’expérimentation sur les animaux from the University of Montreal and were 
handled in accordance with the recommendations provided by the Canadian 
Council on Animal Care. CB1R were generated and genotyped as previously 
described (Marsicano et al., 2002). dcc transgenic mice were obtained from 
Robert Weinberg (Whitehead Institute for Biomedical Research, Cambridge, 
MA) and were genotyped as described (Fazeli et al., 1997). All surgical 
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procedures were carried out under deep general anesthesia using either 
hypothermia (pups < P4) or isoflurane. 
 
Reagents 
Bovine serum albumin (BSA), brain-derived neurotrophic factor (BDNF), 
ciliary neurotrophic factor (CNTF), dibutyryl cAMP (db-cAMP), DNase, 
forskolin (FSK), Hoechst 33258, insulin, KT5720, laminin, monoclonal anti-β-
actin, monoclonal anti-MAP Kinase (Diphosphorylated Erk-1&2), poly-D-
lysine, progesterone, putrescine, pyruvate, selenium, apo-Transferrin, triiodo-
thyronine, trypsin, anti-syntaxin, and anti-CB1R were purchased from Sigma 
(Oakville, ON). ACEA, AM251 and O2050 were purchased from Tocris 
Bioscience (Ellisville, MI). B27, N2, Dulbecco’s phosphate-buffered saline 
(DPBS), foetal bovine serum (FBS), glutamine, Neurobasal media, penicillin-
streptomycin, S-MEM and sodium pyruvate were purchased from Invitrogen 
(Burlington, ON). Papain solution was from Worthington Biochemicals 
(Lakewood, NJ), normal donkey serum (NDS) from Jackson Immuno (West 
Grove, PA), and ovomucoid from Roche Diagnostics (Laval, QC). Rabbit-anti-
mouse-macrophage and mouse-anti-Thy-1.2 monoclonal IgM (µ chain 
specific) were obtained from Accurate Chemical (Wesbury, NY). Anti-cAMP, 
anti-ERK and anti-GAP-43 were from Chemicon International (Temecula, 
CA). Antibodies directed against CB1R, MGL and FAAH were purchased 
from Cayman (Ann Arbor, MI). Anti-NAPE-PLD and DAGLα were kind gifts 
from Ken Mackie (Department of Psychological & Brain Sciences, Indiana 
University, Bloomington, IN). Monoclonal DCC antibodies against 
extracellular (DCCEX, G92-13) or intracellular (DCCIN, G97-449) epitopes of 
DCC were obtained from PharMingen (Mississauga, ON, Canada). αDCCfb 
AF5, H89, LNAC were purchased from EMD (La Jolla, CA). Goat and -HRP 
coupled secondary antibodies raised against rabbit IgG (H+L) or mouse IgM 
(µ chain specific) were from Jackson Immuno (West Grove, PA) and L1 and 
Alexa Fluor conjugated secondary antibodies (Alexa 488 and Alexa 546) 
were from Invitrogen. Avidin-biotin-peroxidase complex ABC Kit and donkey 
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anti-goat biotinylated secondary antibody were from Vector Labs 
(Burlingame, CA). The B fragment of the cholera toxin (CTb) and goat-anti-
CTb antibody were from List Biological Laboratories (Campbell, CA).  
 
Retinal explant culture 
Mouse E14-15 embryos retinas were isolated and dissected in small 
segments in DPBS and platted on 12 mm glass coverslips previously coated 
with poly-D-Lysine (20 µg/ml) and laminin (5 µg/ml) in 24 well plates.  
Explants were cultured in Neurobasal supplemented with 100 U/ml penicillin, 
100 µg/ml streptomycin, 5 µg/ml LNAC, 1% B27, 40 ng/ml selenium, 16 µg/ml 
putrescine, 0.04 ng/ml triiodo-thyronine, 100 µg/ml transferrin, 60 ng/ml 
progesterone, 100 µg/ml BSA, sodium pyruvate (1 mM), glutamine (2 mM), 
ciliary neurotrophic factor (CNTF; 10 ng/ml), insulin (5 μg/ml), and FSK (10 
μM) at 37°C and 5% CO2. Explants were treated for 15 hours at DIV0 for 
projections analysis or 1 hour at DIV1 for growth cone analysis. 
Photomicrographs were taken using an Olympus BX51FI microscope 
(Olympus Canada, Markham, ON) and analyzed with Image Pro Plus 5.1 
software (Media Cybernetics, Bethesda, MD). The total length of axon 
bundles was quantified and expressed as mean ±sem. Statistical significance 
of differences between means was evaluated by analysis of variance 
(ANOVA) with Bonferroni’s post hoc test (Systat). 
 
Purified retinal ganglion cell culture 
Retinal ganglion cells (RGC) from P7-P8 mice (Charles River, St-Constant, 
QC) were purified and cultured according to a protocol previously described 
by Barres et al. (1988). In brief, following enucleation, retinas were dissected 
and enzymatically dissociated, at 37ºC for 30 min, in a papain solution (15 
U/ml in DPBS) containing 1 mM l-cysteine. The retinas were then triturated 
sequentially, with a 1ml pipette, in a solution containing ovomucoid (1.5 
mg/ml), DNase (0.004%), BSA (1.5 mg/ml) and rabbit antibodies directed 
against mouse-macrophage (1:75) to yield a suspension of single cells. The 
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suspension was centrifuged and washed in a high concentration ovomucoid-
BSA solution (10 mg/ml for each in DPBS). The dissociated cells were 
resuspended in DPBS containing BSA (0.2 mg/ml) and insulin (5 µg/ml). 
RGCs were purified using the two-step panning procedure (Barres et al., 
1988; Meyer-Franke et al., 1995). Briefly, to remove macrophages, the retinal 
suspension was incubated at room temperature in petri dishes coated with 
affinity-purified goat anti-rabbit IgG (H+L). The nonadherent cells were then 
transferred to a petri dish that had been coated with affinity purified goat anti-
mouse IgM (µ chain specific) followed by anti-Thy-1.2 monoclonal IgM. The 
adherent RGCs were first released enzymatically by incubating them in a 
0.125% trypsin solution at 37ºC and 5% CO2 followed by manually pipetting 
an enzyme inhibitor solution (30% FBS in Neurobasal) along the surface of 
the dish. 
Purified RGCs were plated on poly-D-lysine (10 µg/ml) and laminin (5 µg/ml) 
coated glass coverslips (number 0 Deckgläser; Carolina Biological, 
Burlington, NC) in 24-well plates. RGCs were cultured in 600 µl of serum-free 
medium modified from Bottenstein and Sato (1979). Neurobasal media was 
supplemented with B27, selenium, putrescine, triiodo-thyronine, transferrin, 
progesterone, pyruvate (1 mM), glutamine (2 mM), ciliary neurotrophic factor 
(CNTF; 10 ng/ml), brain-derived neurotrophic factor (BDNF; 50 ng/ml), insulin 
(5 µg/ml), and FSK (10 µM). RGCs were cultured at 37ºC and 5% CO2. All 
experiments on purified RGCs were performed 36-40 hours following platting. 
 
Primary neuron culture 
Primary cortical neurons are used in the present study because of the large 
amount of cells that can easily be cultured and harvested for biochemical 
assays, as opposed to RGC cultures. Staged pregnant CD1 mouse were 
obtained from Charles Rivers (St-Constant, Qc). E14-15 embryos brain were 
dissected  and the superior layer of each cortex was isolated and transferred 
in 2 ml S-MEM at 37°C with 2.5% trypsin and 2 mg/ml DNase for 15 minutes. 
Pellet was transferred into 10 ml S-MEM with 10% FBS and stored at 4oC.  
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Following centrifugation, pellet was again transferred in 2 ml S-MEM with 
10% FBS and triturated 3 to 4 times. Supernatant was transferred in 10 ml 
Neurobasal medium. Dissociated cells were counted and platted at 50,000 
cells per well on 12mm glass coverslips previously coated with poly-D-lysine 
(20 µg/ml). Cells were cultured for 2 days in Neurobasal medium containing 
1% B-27, 100 U/ml penicillin, 100 µg/ml streptomycin, 0.25% N2 and 0.5 mM 
glutamine. Wells were treated with either a CB1R agonist (50 nM ACEA) or a 
CB1R inverse agonist (300 nM AM251) combined with adenylate cyclase 
activator (10 µM FSK) or PKA inhibitors (200 nM KT5720 and 2 µM H89), 
respectively, for 60 min for GC morphology or 15 min for cAMP and PKA 
immunoreactivities. In another set of experiments, neurons were treated for 
15 min. with DCC function blocking antibody (αDCCfb; 3.5 µg/ml), followed by 
1 hour stimulation with AM251, O2050 or FSK. 
 
Growth cone turning assay  
Embryonic retinal explants were cultured on a coverglass in a borosilicate 
chamber (Lab-Tek; Rochester, NY) for 2 DIV and placed in an incubator 
mounted on an inverted microscope (Olympus IX71).  They were kept at 37°C 
and 5% CO2 with a Live Cell chamber (Neve Bioscience) throughout the 
whole experiment. A gradient was created using a micro-injector (Picoplus, 
Harvard Apparatus). The diameter of the tips of the glass microelectrodes 
used to eject the pharmacological agents were < 3 µm and the tip was 
positioned at ≈ 45° and ≈ 100 µm away from the GC of interest.  
 
Immunocytochemistry 
Following treatments, retinal explants, RGC and primary cortical neuron 
cultures were washed with PBS (pH 7.4), fixed in 4% paraformaldehyde (pH 
7.4) and blocked with 2% normal goat serum (NGS) and 2% BSA in PBS 
containing 0.1% Tween 20 (pH 7.4) for 30 min. at room temperature. Neurons 
were then incubated overnight at 4ºC in blocking solution containing anti-
GAP-43 (1:1000) for GC morphology analysis, anti-cAMP (1:1000), anti-
xxv 
 
CB1R (1:1000), anti-NAPE-PLD (1:200), anti-DAGLα (1:200) anti-FAAH 
(1:100), anti-MGL (1:500), anti-DCCIN (1:500), anti-NFL (1:500), anti-β-actin 
(1:1000). The following day, cells were washed and labelled with Alexa 
secondary antibodies (488 and 546) and Hoechst 33258, and the coverslips 
were mounted with Immu-Mount (Thermo Scientific, Pittsburgh, PA).  
 
Surface biotinylation 
Cortical neurons from E14-15 embryo cortices were dissociated, plated and 
cultured for 2 DIV at a density of ~ 2,000,000 cells per 100 mm PDL-coated 
tissue culture dish. Then, cells were treated with 300 nM AM251, 300 nM 
O2050, 10 µM FSK, 200 nM KT5720 + AM251, 2 µM H89 + AM251, KT5720 
+ FSK or H89 + FSK for 1 hour. Neurons were then washed with ice-cold 
PBS containing 0.1 mM calcium chloride and 1 mM magnesium chloride, pH 
7.4, to halt protein trafficking. Surface biotinylation was performed by adding 
EZ-Link Sulfo-NHS-LC-biotin (Thermo Scientific, Rockford, IL), 5 ml per plate 
at 0.5 mg/ml in PBS at 4°C for 30 min (Bouchard et al., 2004), removed, and 
the reaction was quenched by the addition of 5 ml of 10 mM ice-cold glycine 
in PBS at 4°C for two periods of 10 min. Subsequently, cell cultures were 
washed twice with 5 ml of ice-cold PBS and lysed with RIPA buffer. 
Biotinylated proteins were precipitated with streptavidin–agarose (Thermo 
Scientific) and analyzed by Western blot. 
 
Western blot analysis 
Dissociated primary cortical neurons were cultured for 2 DIV at a density of ≈ 
250 000 cells/dish in 35 mm poly-D-lysine coated petri dishes. After 
treatment, cells were washed once with pH 7.4 ice-cold PBS and then lysed 
with Laemmli sample buffer. Primary antibodies were used at following 
concentrations: anti-CB1R (1:1000), anti-DCCIN (1:2000), anti-DCCEX 
(1:2000), anti-GAP43 (1:4000), anti-β-actin (1:5000), anti-AKT (1:1000), anti-
p-AKT (1:1000), anti-ERK1/2 (1:5000), anti-p-ERK1/2 (1:2000), anti-S6 
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(1:2000) and anti-p-S6 (1:2000). Results were visualized using 
chemiluminescence (Perkin Elmer, Montreal, QC). 
 
Intraocular injections 
Syrian golden hamsters (Charles River, St-Constant, QC) were used for 
studies investigating, in vivo, the implication of the CB1R during retinal 
ganglion cell projection growth during postnatal development. These 
mammals are born with a premature nervous system (Clancy et al., 2001). 
Twenty four hours following birth, at postnatal day 1 (P1), anesthetized 
hamsters received a unilateral injection of 2 µl solution of CTb, a highly 
sensitive anterograde tracer, with either 0.9% saline solution, 300 µM of the 
CB1R agonist ACEA or 300 µM of AM251, a CB1R inverse agonist 
(Supplementary Figure 4A). Briefly, under an operating microscope, a small 
incision was made in the eyelids to access to the right eye. The injections 
were administered using a glass micropipette attached to a 10 µl Hamilton 
syringe. The micropipette was carefully inserted into the vitreous at an angle 
to avoid damage to the lens. Following the injection, the eyelids were closed 
with surgical glue (Vetbond; 3M, St-Paul, MN).  
 
Perfusion 
At P5, four days postinjection, anesthetised hamsters were perfused 
transcardially with 0.1 M phosphate-buffered saline (PBS; pH 7.4) followed by 
4% paraformaldehyde in PBS. The brains were removed, postfixed overnight 
at 4ºC and cryoprotected by infiltration of buffered sucrose. The brains were 
then frozen and kept at -80ºC until further processing. 
 
Immunohistochemistry 
The presence of the eCB system during early postnatal development was 
investigated by immunohistochemistry. The RGC fiber layer was labeled with 
syntaxin. Retinal sections were washed in 0.1M PBS, post fixed for 5 minutes 
in a 70% solution of ethanol, rinsed in 0.03% Triton X-100 buffered saline and 
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blocked in 10% normal donkey serum (NDS, Jackson immunoresearch 
laboratories, West Grove, PA) and 0.5% Triton X-100 in buffered saline for 
1h. The sections were then co-incubated overnight in rabbit anti-CB1R, rabbit 
anti-NAPE-PLD, goat anti-DAGL, rabbit anti-FAAH, or rabbit anti-MGL 
solution with an antibody tagged as mouse and directed against syntaxin. 
After incubation with the primary antibodies, the sections were washed in 
buffered saline, blocked for 30 minutes and incubated for 1h with secondary 
antibodies: Alexa donkey anti-rabbit 555 for CB1R, NAPE-PLD, FAAH, or 
MGL, Alexa donkey anti-goat 555 for DAGL, and Alexa donkey anti-goat or 
mouse 488 for cell type markers (Molecular Probes, Eugene, OR). After 
washes, the sections were mounted with a homemade Dabco-PVD mounting 
media (Ono et al., 2001). 
 
The effects of intraocular injection of CB1R agonist, inverse agonist and 
antagonist were visualized by immunohistochemistry according to a protocol 
previously described (Argaw et al., 2008). Briefly, 40 µm thick coronal 
sections of tissue were incubated in 90% methanol and 0.3% H2O2 in 0.1 M 
PBS (pH 7.4) for 20 min. They were then rinsed and incubated in 0.1 M 
glycine in PBS for 30 min, followed by an overnight incubation (4ºC) in PBS 
containing 4% NDS, 2.5% BSA, and 1% Triton X-100. Sections were 
subsequently rinsed and immersed for 48 h at room temperature in a solution 
containing goat anti-CTb diluted 1:4000 in PBS with 2% NDS, 2.5% BSA, and 
2% Triton X-100. Afterwards, sections were rinsed and incubated in 2% NDS 
and 2.5% BSA/PBS for 10 min. This was followed by a 1-h incubation in 
donkey anti-goat biotinylated secondary antibody diluted 1:200 in PBS with 
2% NDS, 2.5% BSA, and 1% Triton X-100. Tissue was rinsed, incubated in 
2% NDS and 2.5% BSA in PBS for 10 min, and subsequently processed by 
an avidin-biotin-peroxidase complex ABC Kit (diluted 1:100 in PBS) for 1h, in 
the dark and at room temperature. Sections were then rinsed and 
preincubated in 3, 39-diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) in PBS for 5 
min. The peroxidase was visualized by adding 0.004% H2O2 to the DAB 
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solution for 2–4 min. Sections were finally washed five times (1 min each) 
with PBS, mounted on gelatine-chrome alum-subbed slides, air-dried, 
dehydrated in ethanol, cleared in xylenes, and coverslipped with Depex 
(EMS, Hatfield, PA). 
 
Retinogeniculate projection patterns analysis  
For eye specific segregation studies in the dLGN, CB1R-/-and CB1R+/+adult 
mice were injected with the B fragment of the cholera toxin (CTb) conjugated 
to Alexa -546 (CTb-546; red) in to the left eye and CTb-488 (green) into the 
right eye (1.5 – 2 μl; 0.5% in sterile saline; Supplementary Figure 4A and 
D). Forty-eight hours later brain tissue was harvested and postfixed overnight 
in 4% PFA, cryoprotected in 30% sucrose and then sectioned coronally at 40 
μm thickness, mounted onto slides and coverslipped with Immu-Mount. 
Images were collected and quantified by an observer “blind” to the 
experimental conditions to minimize any bias.  Universal gains and exposures 
were established for each label. Raw images of the dLGN were imported to 
Matlab and an area of interest comprising the dLGN was cropped excluding 
the ventral LGN and the intergeniculate leaflet, then the degree of left and 
right eye projection overlap was quantified using an established multi-
threshold method of analysis (Torborg and Feller, 2004; Bjartmar et al., 2006; 
Stevens et al., 2007). This approach best permits the analysis of overlapping 
regions independent of the threshold. Values are expressed as the mean ± 
sem. Significance of differences between means was evaluated by student t-
test analysis (Systat). 
 
Quantification method 
Photomicrographs were taken with an inverted Olympus IX71 microscope 
(Olympus Canada, Markham, ON) and an Evolution VF camera 
(MediaCybernetics, Bethesda, MD). Images were analyzed with Image Pro 
Plus 5.1 image analysis software (MediaCybernetics, Bethesda, MD). Axon 
branch growth was quantified on consecutive photomicrographs of coronal 
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slices of brain tissue comprising the DTN. On each photomicrograph, the 
distance between the lateral border of the nucleus of interest and the tips of 
the longest axon branches were measured (Supplementary Figure 4B). To 
take into account for differences in brain sizes axon branch lengths were 
normalized with the interthalamic distance (distance between the right and left 
lateral borders of the thalamus). Axon collateral number was quantified on 
consecutive photomicrographs comprising the DTN using an adaptation of 
the Sholl technique (Supplementary Figure 4C)(Sholl, 1953). Values are 
expressed as the mean ± sem. Statistical significance of differences between 
means was evaluated by analysis of variance (ANOVA) with Bonferroni’s post 
hoc test (Systat).  
For cAMP immunoreactivities, all photomicrographs of GCs were taken using 
the same microscope, objective lens, and exposure time to allow comparison 
of measurements. Fluorescence intensity at the GC was corrected for 
background noise and quantified using Image Pro Plus 5.1 software. Values 
are expressed as the mean ± sem. Statistical significance of differences 
between means was evaluated by analysis of variance (ANOVA) with 
Bonferroni’s post hoc test (Systat). 
 
Results 
The developing visual system expresses the CB1R and the eCB 
synthesizing and degrading enzymes  
To explore the involvement of the eCB system during retinal projection 
guidance, E14-E15 mice retinas were dissected and cultured.  We then 
examined the expression of the CB1R, the eCB synthesizing enzymes NAPE-
PLD (one of the enzymes implicated in anandamide (AEA) synthesis) and 
DAGLα (2-arachidonoylglycerol (2-AG) synthesizing enzyme) and the eCB 
degrading enzymes FAAH (AEA) and MGL (2-AG). These components of the 
eCB system were found to be expressed in the retinal projection axons as 
indicated by the co-localization of their immunoreactivities with NFL labeling 
(Figure 1A). CB1R and FAAH were expressed in the GCs and filopodia while 
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NAPE-PLD, DAGL and MGL were mainly restricted to the retinal projection 
GCs Figure 1A). Furthermore, the CB1R is present in purified cultures of 
RGC (Figure 1B). Components of the eCB system were also investigated in 
primary cultures of cortical neurons. CB1R, DAGLα and MGL were localized 
in cortical neuron cell bodies, neurites and GCs (Figure 1C and 
Supplementary Figure 1A) and CB1R continued to be expressed for several 
days in vitro (DIV) as shown by western analysis (Figure 1D and 
Supplementary Figure 1B). 
 
To explore the implication of the eCB system during retinal axon guidance, 
the spatio-temporal expression of CB1R, NAPE-PLD, DAGL, FAAH, and 
MGL was investigated in the retinal ganglion cell fiber layer (Supplementary 
Figure 1C). During early postnatal development, these proteins are 
expressed in the retina (Supplementary Figure 1C), optic chiasm, dLGN, 
and the SC (Unpublished data (Argaw et al., 2009)). In the retina, CB1R and 
eCB synthesizing and degrading enzymes are expressed in retinal axons as 
they localize along the RGC fibers labeled with syntaxin, an axon marker 
(Supplementary Figure 1C). Overall, we observed that during the first days 
of postnatal development, CB1R, NAPE-PLD, DAGL, FAAH, and MGL are 
expressed along the visual pathway. Taken together, these results indicate 
that the CB1R and the eCB synthesizing and degrading enzyme expressions 
are spatially and temporally coordinated with the development of RGCs and 
cortical neurons. 
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Figure 1. Expression of the eCB system in retinal projections. A,  Retinal ganglion cell projections of E14-
15 mice retinal explants cultured for 1DIV and immunolabeled for CB1R, NAPE-PLD, DAGLα, FAAH, MGL, and 
NFL. B and C, A retinal ganglion cell and a primary cortical neuron immunostained for CB1R. D, Western 
analysis of CB1R expression in primary cortical neuron cultures at different DIVs. Molecular weight markers are 
indicated on the right side of the panel. 
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Supplementary figure 1. Expression of the eCB system.  
A, primary cortical neurons immunolabeled for DAGLα, MGL and NFL. B, 
Western blot analysis of CB1R expression in primary neuron cultures at 
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several DIVs. Molecular weight markers are indicated on the right side of the 
panel. C, Photomicrographs of retinal cross-sections showing CB1R, eCB 
synthesizing (NAPE-PLD, DAGL) and eCB degrading (FAAH, MGL) 
enzyme expression (magenta) during early postnatal development. Syntaxin 
was used to label retinal projections (green). ONL, Outer nuclear layer; OPL, 
outer plexiform layer; INL, Inner nuclear layer; IPL, Inner plexiform layer; 
GCL, Ganglion cell layer; GCFL, Ganglion cell fiber layer. D, 
Photomicrographs of retinal tissues from CB1R-/- and FAAH-/- mice and 
matched wild type animals showing CB1R and FAAH antibodies specificity. 
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Pharmacological modulation of CB1R activity affects RGC GC 
morphology and turning in vitro 
To assess the role of eCBs during retinal axon growth and guidance, 
embryonic mice retinal explants were cultured for 2 DIV, and treated with 
pharmacological modulators of the CB1R pathway. Anandamide (AEA) and 
2-arachidonoylglycerol (2-AG) are the two most characterized eCBs. They 
can act as agonists for the CB1R and the CB2R (Pertwee, 2005). Since the 
present study focuses on the contribution of the CB1R in retinal axon 
guidance, ACEA, a highly selective synthetic CB1R agonist, has been used 
for the pharmacological experiments. When primary retinal (pure 
glutamatergic) and cortical (mixed population of GABA- and glutamatergic) 
neuron cultures were treated with ACEA, GC surface area and number of 
filopodia diminished significantly (Figure 2A-F). In contrast, application of 
AM251, a selective CB1R inverse agonist, or O2050, a CB1R antagonist, to 
the cultures significantly increased GC surface and filopodia number in RGCs 
and cortical neurons (Figure 2A-F). As expected, AM251 or O2050 
antagonized the effects of ACEA. Forskolin, a selective activator of adenylate 
cyclasse, increased retinal projection GC surface area and filopodia number 
(Figure 2A-F). To test the effects of CB1R signaling on axon growth, retinal 
explants were treated overnight with ACEA, AM251, or O2050. Agonist 
(ACEA) treatment diminished total neurite length whereas the inverse agonist 
(AM251) and pure antagonist (O2050) increased total neurite growth (Figure 
2G and H). Here again, the effect of ACEA was blocked by AM251 or O2050. 
Taken together, these results indicate that the CB1R modulates GC 
morphology and axon growth in retinal explants.  
 
To evaluate whether the CB1R is involved in retinal axon steering, the turning 
assay was performed on embryonic mice retinal cultures. A microgradient 
application of ACEA induced GC collapse and neurite retraction while db-
cAMP, a stable analogue of cAMP; a cytoplasmic messenger involved GC 
steering, elicited attractive turning (Figure 2I-L). The vehicle did not induce a 
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significant directional GC turning. These data are in agreement with a recent 
study reporting the repulsive turning responses of GABAergic interneuron 
GCs following a CB1R agonist (WIN55,212-2) stimulation (Berghuis et al., 
2007). 
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Figure 2. Pharmacological activation and blockade of the CB1R 
reorganizes the morphology of the GC and modulates axonal growth 
and navigation. A and D, Photomicrographs of retinal projection GCs 
cultured for 1DIV (A) and of primary neurons cultured for 2DIV (D) treated 
with a CB1R agonist (ACEA), an inverse agonist (AM251), an antagonist 
(O2050), or FSK. B, C, E, and F, GC surface area and filopodia number 
analysis following a 60 min. pharmacological treatment of retinal explant (B 
and C) and cortical neuron cultures (E and F). G, Photomicrographs of retinal 
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explant cultures treated with ACEA or AM251. H, Quantification of retinal 
projection growth subsequent to treatments with CB1R agonist or inverse 
agonist. I, Photomicrographs of RGC projection GCs taken at t = 0 min and 
60 min. during GC turning assay experiments. Arrows indicate the direction of 
the microgradient while arrowheads show the neurite stimulated. I', 
Representative photomicrograph of the microgradient created during drug 
stimulation. J, Scatter plot analysis of GC behaviour as a result of CB1R 
agonist, db-cAMP or vehicle  application. K and L, Quantifications of neurite 
elongation and GC turning responses following drug stimulation. Values are 
presented as means ± sem. * indicates a significant change compared with 
the control group; p < 0.01 (B, C, E,F, and H).  
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The CB1R modulates GC morphology via the cAMP/PKA pathway  
Endocannabinoids and their CB1Rs have a diverse range of signal 
transduction mechanisms. Upon activation, CB1 receptors recruit distinct 
second-messenger cascades translating into numerous downstream kinase 
interactions including the Raf-1/ERK1/2 (Derkinderen et al., 2003), and 
PI3K/AKT (Sánchez et al., 2003; Ozaita et al., 2007) signalling pathways.  
The implication of these signaling cascades was tested by western blot 
analysis. In addition, we also investigated the implication of the cell growth 
regulating signalling pathway mTOR/S6K (Jaworski and Sheng, 2006; 
Puighermanal et al., 2009) following CB1R stimulation. Interestingly, in 
primary neuron cultures, 10 min. stimulation of the CB1R did not induce 
changes in ERK1/2, AKT or S6 phosphorylation levels (Figure 3A and B). To 
confirm the validity of these observations, the experiments were repeated for 
a 20 min. stimulation period without any discernible activation of these 
pathways (Supplementary Figure 2A-D). Furthermore, CB1R stimulation 
following KCl induced depolarization or insulin treatment did not result in 
additional changes in ERK1/2, AKT or S6 phosphorylation levels 
(Supplementary Figure 2E and F). Since it is well documented that the 
stimulation of CB1Rs and subsequent activation of Gi/oα inhibits adenylate 
cyclase (Irving et al., 2008), we tested whether the CB1R modulates the 
cAMP/PKA pathway during axon growth and guidance. ACEA stimulation 
induced a significant decrease in cAMP levels at the GC whereas AM251, 
O2050 and FSK increased them, as indicated by fluorescence intensity 
(Figure 3C and D). Furthermore, PKA phosphorylation was significantly lower 
following ACEA stimulation while the opposite was true after AM251 
application as indicated by western blot analysis (Figure 3E and F). To 
further assess the implication of the cAMP/PKA pathway, primary neuron 
cultures were first treated with PKA-selective inhibitors followed by 
pharmacological manipulation of the CB1R. PKA inhibition blocked AM251 
induced increases in GC surface area and filopodia number (Figure 3G-I).  
ACEA reversed FSK-induced GC surface and filopodia increases (Figure 3I-
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K). These data demonstrate that CB1R activation modulates GC morphology 
via the cAMP/PKA pathway.  
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Figure 3. The CB1R modulates growth cone morphology through the 
cAMP/PKA pathway. A, Western blot analysis of downstream kinases 
previously suggested to modulate eCB action. Molecular weight markers are 
indicated on the right side of the panel. B, Quantification of the optical density 
for P-AKT, P-ERK1/2 and P-S6 following 10 min. stimulation with ACEA or 
AM251 C, Photomicrographs of cortical neuron cultures immunolabeled for 
cAMP following 15 min stimulation with ACEA, AM251, O2050, or FSK. D, 
Quantification of cAMP fluorescence intensity at the GC. # and * indicate a 
significant change compared with the control group, p < 0.05 and p < 0.0001, 
respectively. E, Western blot analysis of PKA phosphorylation following 10 
min. stimulation with ACEA or AM251. Molecular weight markers are 
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indicated on the right side of the panel. F, Quantification of the optical density 
for P-PKA. G, Photomicrographs of GCs treated with CB1R inverse agonist 
and agonist, FSK and PKA inhibitors. H and I, GC surface area and filopodia 
analysis subsequent to the addition of a CB1R inverse agonist and 
simultaneous inhibition of PKA or the activation of PKA and the addition of a 
CB1R agonist. Values are presented as mean ± sem. * indicates a significant 
change compared with the AM251 group and # with the FSK group (p < 
0.0001). 
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Supplementary figure 2. CB1R activity and second-messenger 
cascades.  
CB1R agonist, inverse agonist and antagonist did not activate the PI3K, 
ERK1/2 or mTOR pathways following a 20 min treatment (A). Molecular 
weight markers are indicated on the right side of the panel. Quantification of 
the optical density for P-AKT (B), P-ERK1/2 (C) and P-S6 (D). CB1R 
stimulation following KCl induced depolarisation (E) or insulin treatment (F) 
failed to recruit PI3K, ERK1/2 or mTOR second messenger cascades. 
Molecular weight markers are indicated on the right side of the panel. 
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The DCC receptor is required for CB1R induced reorganization of the 
GC 
The cAMP/PKA pathway has been suggested to influence the GC's sensitivity 
to netrin-1 (Ming et al., 1997). Several studies have reported that activation of 
PKA increases netrin dependent recruitment of DCC to the plasma 
membrane (Bouchard et al., 2004; Moore and Kennedy, 2006; Bouchard et 
al., 2008). Our results suggest that the cAMP/PKA pathway function as a 
downstream effector for eCBs during GC guidance. Since CB1R and DCC 
are expressed in developing neurons, it is reasonable to investigate the 
potential interactions between these two receptors. Previous reports showed 
that DCC is expressed in primary cortical neurons (Bouchard et al., 2008) and 
retinal projection axons and GCs (Deiner et al., 1997). Our results indicated 
that the CB1R and DCC are expressed in embryonic retinal explant axons, 
GCs and filopodia (Figure 4A). We further examined whether DCC and 
CB1R are expressed in transgenic mice where CB1R (CB1R-/-) or DCC (dcc-/-
) were functionally inactivated respectively. Immunocytocheminal and western 
blot analysis clearly indicated that DCC is expressed in CB1R-/- while CB1R is 
present in dcc-/- neurons (Figure 4B-E). To determine whether CB1R 
activation modulates DCC trafficking to the plasma membrane, neuron 
cultures were treated with AM251, O2050, or FSK. Plasma membrane DCC 
was assessed by biotinylating cell surface proteins and the relative amount of 
DCC present on the neuronal surface following the treatments was visualized 
by western blot analysis (Figure 4F). Interestingly, CB1R antagonist and 
inverse agonist significantly increased the amount of DCC at the plasma 
membrane (Figure 4F). FSK also augmented the presence of DCC at the 
neuronal surface. To verify that CB1R induced DCC trafficking is upstream or 
downstream of PKA activation, neuronal cultures were treated with 
KT5720+AM251, H89+AM251, KT5720+FSK or H89+FSK. As visualized by 
western blot, inhibition of PKA abolished AM251, O2050 and FSK induced 
increases in DCC at the plasma membrane (Figure 4F). To determine 
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whether DCC is required for CB1R induced reorganization of GC morphology, 
primary neuron cultures were exposed to DCC function blocking antibody 
(αDCCfb) for 15 min before the addition of CB1R modulators. αDCCfb 
blocked AM251 and O2050 induced GC area and filopodia number increases 
(Figure 4G and H, respectively and Supplementary Figure 3A). These 
effects were also observed for FSK (Figure 4G and H). The importance of 
DCC for eCB-mediated axon development was further investigated in 
transgenic mice for DCC function (dcc-/-) and their wild-type (dcc+/+) 
littermates.  Pharmacological modulation of the CB1R did not induce any 
significant changes neither in GC surface area nor filopodia number in 
primary neuron cultures obtained from dcc-/- mouse embryos (Figure 4I, K 
and Supplementary Figure 3B). In contrast, ACEA induced a decrease in 
GC surface and filopodia number while AM251, O2050 and FSK augmented 
these endpoints in dcc+/+ neuron cultures (Figure 4J, L and Supplementary 
Figure 3C). Taken together, these results demonstrate that DCC is required 
for CB1R mediated GC reorganization during axon guidance and 
development. Furthermore, these findings unravel the mechanism by which 
cannabinoids modulate guidance cue regulated GC steering (Supplementary 
Figure 4E). 
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Figure 4. DCC is necessary for CB1R induced reorganization of the GC. 
A, E14-15 mice RGC projections immunolabeled for DCC, CB1R and L1. B 
and C, immunocytochemical and western blot analysis of DCC expression in 
primary retinal neuron cultures obtained from CB1R-/- mice. D and E, 
immunocytochemical and western blot analysis of CB1R expression in 
primary neuron cultures obtained from dcc-/- mice. F, Total and biotinylated 
proteins analyzed by Western blot with antibodies directed against either 
DCC , β-actin, CB1R, or NCAM. For Western blots, molecular weight markers 
are indicated on the right side of the panel. G and H, GC surface area and 
filopodia number analysis of cortical neuron cultures treated with αDCCfb 
followed by the addition of either a CB1R inverse agonist or antagonist 
(AM251 or O2050, respectively) or FSK. I-L, GC surface area and filopodia 
number analysis of dcc-/- (I and K) and dcc+/+ (J and L) primary neuron 
cultures treated with either ACEA, AM251, O2050 or FSK. Values are 
presented as mean ± sem. * indicates a significant change compared with the 
AM251, O2050, or FSK in G and H, and the control group in J and L; p < 
0.05. 
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Supplementary figure 3. DCC regulates CB1R induced reorganization of 
the GC. A, Photomicrographs of primary neuron cultures treated with 
αDCCfb followed by the addition of either a CB1R inverse agonist or 
antagonist (AM251 or O2050, respectively) or FSK. GC photomicrographs of 
dcc-/- (B) and dcc+/+ (C) primary neuron cultures treated with either ACEA or 
AM251.  
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The CB1R plays an important role during retinal projection growth and 
target selection in vivo 
To assess the contribution of the eCB system during retinal projection 
development in vivo, hamsters received intraocular injections of CB1R 
modulators. Compared with rats and mice, hamsters have shorter gestation 
period. Consequently, they are born with a relatively premature nervous 
system (Clancy et al., 2001). At birth (postnatal day 0, P0), RGC axons have 
not all reached their thalamic and midbrain targets. By P3, virtually all RGC 
axons have reached their targets (Bhide and Frost, 1991). To take advantage 
of this opportunity, within 24 hours following birth, hamsters received a 
unilateral intraocular injection of either ACEA or AM251. At P5, 
immunohistological experiments revealed that interfering with the eCB 
signaling system could have detrimental effects on RGC axon development. 
Compared with the control group, intraocular injection of ACEA induced a 
significant decrease in RGC axon branch growth in the dorsal terminal 
nucleus (DTN) without differences in branch number (Figure 5A-C). AM251 
increased RGC collateral length and branch number in the DTN (Figure 5A-
C). In addition, interfering with the intrinsic ocular cannabinoid signaling with 
AM251 induced aberrant projections in the ipsilateral side of the SC as 
indicated by a robust labeling of retinal axons (Figure 5D).  
 
During perinatal development, RGCs from both eyes send axons which 
connect to multiple target cells in the dLGN. These projections spread 
throughout the dLGN sharing common terminal space. During postnatal 
development, an eye-specific segregation occurs (Godement et al., 1984). In 
the adult rodent, RGC axons occupy distinct eye-dependent non-overlapping 
regions of the dLGN. The implication of the CB1R during retinogeniculate 
development was further investigated in the dLGN in adult CB1R-deficient 
mice (CB1R-/-) and their wild-type (CB1R+/+) littermates. The area occupied by 
contralateral projections is larger in CB1R-/- mice compared with CB1R+/+ mice 
(Figure 5E). The contra- and ipsilateral retinal projection images were 
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quantified using a multi-threshold method of analysis with MatLab software. 
These data indicate a significant overlap between contralateral and ipsilateral 
RGC projections in the dLGN of CB1R-/- mice (Figure 5F). The segregation 
defects observed were not due to an uneven labeling of RGCs in the retina as 
the optic nerves of both eyes were similarly labeled following intraocular 
injection of anterograde tracers (Supplementary Figure 4D). 
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Figure 5. Pharmacological modulation of CB1R activity modulates retinal projection development in 
vivo. A, Photomicrographs of P5 retinal projections in the dorsal terminal nucleus (DTN) in the control, ACEA 
and AM251 groups. Lower panel shows higher magnification of retinal projections. B and C, Quantification of 
retinal projection development in the DTN; axon collateral growth (B) and collateral branch number (C) of 
treated groups compared with the control group. D, Photomicrographs of retinal projections in the SC in the 
control and AM251 treated groups. E, Retinogeniculate projection patterns visualized following CTb conjugated 
to Alexa -546 (CTb-546; red) and CTb-488 (green) injections into left and right eyes of CB1R-/- and CB1R+/+ 
adult mice. F, Quantification of the percentage of the dLGN receiving overlapping inputs in CB1R-/- and CB1R+/+ 
adult mice.  Data are presented as means ± sem. * indicates a significant change compared with the control 
group in C (p < 0.05) and the CB1R+/+ group in F (p < 0,005). 
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Supplementary figure 4 Intraocular injections and mechanism by which 
cannabinoids modulate GC steering. A, Schema illustrating vitreal injection 
and CB1R, FAAH and MGL expression analysis sites during retinal projection 
development. B and C, Illustrations of the methods used to quantify retinal 
projection branches length (B) and the number of retinal axon branches (C) in 
the DTN. Arrowed dotted lines indicate the distance between the lateral 
border of the thalamus and the tip of the farthest projections (B). D, 
Photomicrographs of optic nerves following vitreal injections of CTb-546 and 
CTb-488 in to the left and right eye, respectively. E, A model illustrating the 
li 
 
interactions between the CB1R and DCC during axon navigation. 
Antagonizing the CB1R increases intracellular cAMP levels, triggering a PKA-
dependent translocation of DCC to the plasma membrane and resulting in GC 
expansion, whereas CB1R agonists induce the opposite resulting in GC 
collapse. 
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Discussion 
Previously, studies have reported by in situ hybridization and 
immunohistochemistry the presence of the CB1R in the outer and inner 
plexiform layers, inner nuclear and the ganglion cell layers of the retina 
(Buckley et al., 1998; Straiker et al., 1999; Yazulla et al., 1999; Yazulla, 
2008). Our observations further these studies by showing, for the first time, 
the presence of the CB1R and the eCB synthesizing (NAPE-PLD and 
DAGLα) and degrading (FAAH and MGL) enzymes in retinal projection axons 
and GCs (Figure 1A). In accordance with previous reports, we have 
observed the presence of the CB1R in RGCs and cortical neurons (Figure 
1B-D and Supplementary Figure 1B)(Lalonde et al., 2006; Vitalis et al., 
2008; Keimpema et al., 2010; Wu et al., 2010). Furthermore, our findings 
showed that, in vivo, expression of CB1R, NAPE-PLD, DAGL, FAAH, and 
MGL is spatially and temporally synchronized with the development of RGC 
projections (Supplementary Figure 1C). These findings demonstrate the 
presence of the eCB system in the developing neuro-visual system and 
strongly suggest its implication in retinal axon guidance and the 
establishment of functional retinothalamic and retino-collicular pathways.  
 
We found that pharmacological activation or blockade of the CB1R activity 
modulates GC morphology of RGCs and cortical neurons (Figure 2A-F). 
Accordingly, CB1R agonist induced the collapse of the GC, while the CB1R 
antagonist or inverse agonist expanded its surface area and filopodia number 
of these glutamatergic neurons. These data correlate with a previous study 
that showed CB1R agonist (WIN55,212-2)-induced GC collapse in 
GABAergic interneurons of the hippocampus (Berghuis et al., 2007). 
Additionally, our data indicate that the CB1R negatively regulates retinal 
projection growth (Figure 2G and H). This is in accordance with a published 
study using hippocampal pyramidal neurons in which the CB1R expression 
was augmented by transfection (Vitalis et al., 2008). Conversely, our data are 
at odds with prior studies which reported that the CB1R positively regulates 
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neurite development of cortical and cerebellar neurons (Williams et al., 2003; 
Mulder et al., 2008). At this point, our present understanding of the eCBs 
system does not permit a conciliatory explanation for these discrepant results. 
Additionally, our results clearly demonstrate that the CB1R activity at the GC 
modulates retinal axon navigation (Figure 2I-L). These results complement 
previously reported observations where CB1R agonist treatment induced 
GABAergic GC collapse and retraction (Berghuis et al., 2007). Furthermore, 
the presence of the CB1R and the eCB synthesizing (NAPE-PLD and 
DAGLα) and degrading (FAAH and MGL) enzymes in retinal axons and GCs 
(Figure 1A) and the CB1R-induced retinal GC steering (Figure 2I-L) suggest 
that these neurons may use target-derived as well as cell-autonomous eCBs 
as directional cues for GC steering decisions. These findings is in accordance 
with the rational that eCB-controlled axonal growth in glutamatergic cells 
being primarily a cell-autonomous mechanism, while GABAergic neurons 
using target-derived cues for directional navigation proposed by Mulder et al. 
(2008). The divergence in the mechanism used by glutamatergic and 
GABAergic neurons could in part be explained by the cell type-dependent 
regulation of eCBs. Indeed, Walker et al. (2010) reported that DAGLα 
expression diminishes dramatically once the neural stem cells differentiate in 
GABAergic phenotype. Furthermore, the recent work by Kempema et al. 
(2010) showed the importance of the spatial and temporal expression of 
MGL, whereby axonal pathfinding is regulated. Furthermore, these findings 
highlight the intricate mechanism by which the eCB system modulates the 
development of various neuron populations.  
 
Previously, Berghuis et al. (2007) reported CB1R agonist-induced ERK1/2 
phosphorylation in cultured interneurons while Oziata et al. (2007) 
documented the regulation of the PI3K/AKT by cannabinoids. Recently, 
Puighermanal et al. (Puighermanal et al., 2009) showed that, in adult, CB1R 
expressed on GABAergic interneurons transiently modulated the mTOR/S6K 
pathway. Despite various experimental conditions, we were unable to obtain 
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similar results in our cultures of primary cortical glutamatergic neurons 
(Figure 3A and B and Supplementary Figure 2). Intriguingly, however, our 
findings showed that CB1R reorganizes GC morphology through DCC, a 
receptor for netrin-1. Firstly, CB1R and DCC are expressed at the GC, and 
functional deletion of DCC does not affect the expression of CB1R as 
indicated by immunocytochemistry and western blot analysis (Figure 4A-E). 
Secondly, CB1R activity influences the level of DCC present at the plasma 
membrane. Accordingly, blocking the constitutive CB1R activity, using the 
inverse agonist AM251, enhanced the level of DCC at the plasma membrane 
in a PKA-dependent manner (Figure 4F). Thirdly, the CB1R-induced GC 
reorganization requires the presence of a functional DCC at the GC (Figure 
4G-L and Supplementary Figure 3). The functional implication of these 
findings is that the eCB system modulates axon guidance through CB1R by 
modulating GC’s behavior to guidance cues present in its microenvironment 
(please refer to the working model Supplementary Figure 4E). Since eCBs 
are lipophilic compounds and are rapidly metabolized following their synthesis 
(Willoughby et al., 1997), it is very unlikely that they establish long-range 
concentration gradients similar to “classical” guidance molecules such as 
netrin. However, based on the results obtained in the present study, eCBs 
play, via CB1R, a modulatory role in axon guidance by modifying the 
response of GC toward a source of netrin. For instance, in spite the presence 
of netrin-1, an attractive guidance molecule, eCBs could induce retraction in 
part by downregulating the level of DCC at the plasma membrane. 
Furthermore, Berghuis et al. (2007) showed that CB1R induces growth cone 
collapse by activating RhoA, while Moore et al. (2008) provided evidence that 
RhoA inhibits DCC-dependent axon outgrowth to netrin. Thus, we believe that 
CB1R-induced GC collapsing response observed in the present study is 
mediated by GTPases. Further studies are needed to unravel these 
mechanisms in details. 
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In vivo, our data show that pharmacological and genetic interference with the 
CB1R activity profoundly affects retinal projection development and target 
selection. Accordingly, pharmacological manipulation of ocular eCB signaling 
affects retinal projection growth and navigation (Figure 5A-D). Furthermore, 
the important role played by the eCB system during RGC axon guidance and 
target selection is demonstrated by the relative lack of eye-specific 
segregation of retinal projections in CB1R-deficient adult mice (Figure 5E 
and F). Altogether, the present study identifies a mechanism by which the 
eCB system modulates retinothalamic development and offers a potential 
mechanism by which parental exposure to CB1R agonists such as Δ9-
tetrahydrocannabinol, the major psychoactive constituent in Cannabis, affects 
CNS development, with detrimental effects in the offspring. 
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